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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM MEDICINA TROPICAL

Renan Jeremias da Silva

A TB pleural (TBpl) & a principal causa de derrame pleural em nosso meio. Os métodos
microbiolégicos tradicionais, a histopatologia, teste diagnéstico padrdo, e a dosagem da adenosina
deaminase (ADA) apresentam limitagBes. Assim, ha uma forte demanda por métodos mais simples,
rapidos e acurados, bem como a busca por novos marcadores de TB, que auxiliem o diagnéstico da
doenga. Assim, avaliamos a resposta imune celular e humoral a novos antigenos (Ag) especificos de
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) em pacientes com TBpl, investigando possiveis biomarcadores da
doenca que possam auxiliar no diagnostico. Detectamos, por ensaio imunoenzimatico (ELISA) in
house, anticorpos IgA e IgG aos antigenos de Mth, MT10.3, MPT64, PPES9, fusdo MPT64:MT10 e a
quimera proteica F2, paralelamente, em soros e FP, e a producéo citocinas Th1/Th2/Th17 por ensaio
CBA, no sobrenadande de cultura de células do FP (PFMC) e sangue periférico (PBMC), estimulados
com os antigenos ESAT-6/CFP-10 e PstS1,gs5.574yCFP-10, em pacientes adultos com TBpl e com
outras pleurisias ndo tuberculosas (OPL). Oferecemos prova de conceito da aplicabilidade do
MT10.3:MPT64 na deteccdo de Ac por técnica rapida de imunodot. ELISA e dot-ELISA IgA e IgG
foram avaliados em amostras pareadas de pacientes com TBpl (n=29) e com OPL (n=39). No ELISA,
a imunodominéncia de IgA-MT10.3:MPT64 no FP foi confirmada em TBpl (86,2%), seguida por
PPES9 (62%) e da F2 (51,7%). A IgG-MT10.3:MPT64 no FP e soro exibiu a sensibilidade de 65,5% e
51,7%, respectivamente. Ambos com especificidade de 95%. Os resultados dos testes combinados
apresentaram sensibilidade para IgA-MT10.3:MPT64/-PPE59 no FP (93,1%) e IgA/lgG-
MT10.3:MPT64 (92,3%), seguido por IgA-MT10.3: MPT64/-MPT64 ou /-F2 (89,6%) com
especificidade (94,9%). Os resultados combinados da ADA e IgA-MT10.3:MPT64/-F2 no FP
demonstraram maior sensibilidade (96,6%), e especificidade de 92,3%. O teste rapido, simples e de
baixo custo, baseado no dot-ELISA-MT10:MPT64 para deteccdo de IgA em FP e IgG em soro foi
capaz de caracterizar a imunoreatividade dos antigenos em pacientes TBPL, podendo ser adaptado
para um teste tipo “point-of-care” (POC). Na resposta imune celular, PstS1 ,s5.374):CFP10 apresentou
performance comparavel ao ESAT-6:CFP-10, porém com aumento significativo na producéo de IFN-y
por PFMC em TBpl comparado aos OPL, bem como, em relacdo as PBMC. Producéo de IL-10 por
PFMC foi significativamente aumentada na TBpl para o ESAT-6:CFP-10 em relagdo as PBMC, mas
ndo versus controle. As IL-2, IL-6, TNF e IL-17A apresentaram tendéncia ao aumento em culturas de
PFMC, mas sem diferenca significativa. O ELISA aqui desenvolvido para a detec¢édo de IgA e IgG,
utilizando diferentes marcadores, mostra o potencial desta ferramenta para auxiliar no diagnostico da
TBpl, bem como, pela primeira vez o desenvolvimento de um teste rapido e simples baseado no dot-
ELISA-MT10.3:MPT-64. A proteina de fusdo MT10:MPT64 se confirmou altamente promissora na
deteccdo de biomarcador IgA em FP, e IgG sérica, que embora com menor sensibilidade tem
potencial além dos testes microbioldégicos. Combinando os resultados dos testes com a ADA ha
aumento no potencial diagnostico. PstS1 g5 374): CFP10 mostrou performance similiar ao ESAT-6:CFP-
10, com aumento significativo na producdo de IFN-y em PFMC na TBpl, mais estudos sédo
necessarios para corroborar este dado.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis, tuberculose pleural, citocinas, IgA, IgG, ELISA.
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EVALUATION OF BIOMARKERS ON CELLULAR AND HUMORAL IMMUNE RESPONSE IN
PLEURAL TUBERCULOSIS

ABSTRACT

DOCTOR THESIS IN TROPICAL MEDICINE

Renan Jeremias da Silva

Pleural TB (TBpl) is the most cause of pleural effusion in our country. Traditional microbiological
methods, the standard diagnostic test and the dosage of adenosine deminerase (ADA) have
limitations. Thus, there is a strong demand for a simpler, rapid and more accurate methods, as well as
the search for new TB markers, which help diagnose the disease. To evaluate the cellular and
humoral immune response to new Mycobaterium tuberculosis (Mtb) specific antigens (Ag) in TBpl
patients, investigating possible biomarkers of the disease that may to help in the diagnosis. IgA and
IgG antibodies to Ag Mth, MT10.3, MPT64, PPE59, MT10.3:MPT64 and the protein chimera F2 in
parallel, in sera and FP, was measure for immunoenzymatic assay (ELISA). Citokine production in
vitro for peripheral fluids mononuclear cells (PFMC) and peripheral blood (PBMC) cells, stimulated
with the Ag ESAT-6:CFP-10 and PstS1 (285-374)/CFP-10, in adult patients with TBpl and other non-
tuberculous pleurisy (OPL). Provide proof of concept of the applicability of MT10.3: MPT64 in the
detection of Ac by rapid immunodot technique. ELISA and dot-ELISA IgA and IgG were evaluated in
paired samples of patients with TBpl (n = 29) and OPL (n = 39). In ELISA, immunodominance of PF
IgA-MT10.3:MPT64 was confirmed in PLTB (86.2%) followed by PPE59 (62%), while serum IgA-F2
(51.7%). PF and serum IgG-MT10.3:MPT64 exhibited the sensitivity of 65.5% and 51.7% sensitivity,
respectively. All results displayed 95% specificity. Combinatory results indicated 93.1% sensitivity for
PF 1gA-MT10.3:MPT64/-PPE59 and IgA/IgG-MT10.3:MPT64 at 92.3% specificity, followed by IgA-
MT10.3:MPT64/-MPT64 or /-F2 (89.6%) without jeopardizing specificity (94.9%). The combinatory
results of the PF adenosine deaminase test (ADA) and IgA-MT10.3:MPT64/-F2 demonstrated the
highest sensitivity (96.6%), with a specificity of 92.3%. Subsequently, a simple, low-cost, rapid test
was demonstrated here based on format of a dot-ELISA-MT10.3:MPT64 for detection of IgA in FP and
IgG in serum capable of characterizing antigen immunoreactivity in TBPL patients and could be
adapted for a “point-of-care” (POC) test. In the cellular immune response, PstS1(gs.374):CFP10
presented performance comparable to ESAT-6:CFP-10, but with a significant increase in the
production of IFN-y by PFMC in TBpl compared to OPL, as well as, compared to PBMC culture. IL-10
production by PFMC significantly increased in TBpl, for ESAT-6:CFP-10 compared to PBMC, however
not versus control. The IL-2, IL-6, TNF and IL-17A showed a tendency to increase in PFMC cultures,
but without significant difference. The ELISA here developed for the detection of IgA and IgG, using
different markers, shows the potential of this tool to aid in the diagnosis of TBpl, as well as for the first
time the development of a quick and simple test based on a dot-ELISA MT10.3 MPT-64. The MT10:
MPT64 fusion protein seems be highly promising in the detection of IgA biomarker in FP, and serum
IgG, although with less sensitivity has potential beyond microbiological testing. Combining test results
with the ADA increases the diagnostic potential. PStS1,gs.374:CFP10 showed similar performance to
ESAT-6: CFP-10, with a significant increase in the production of IFN-y in PFMC in TBpl. Further
studies to corroborate this data is deserved.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, pleural tuberculosis, cytokines, IgA, IgG, ELISA.
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1 INTRODUCAO

A grave e constante situacdo da tuberculose (TB) no mundo se reflete nos
altos indices de mortalidade anuais. De acordo com as estimativas da Organizacao
Mundial de Saude (OMS), em 2017, a incidéncia global da doenca foi de 10.0
milhdes (variando entre 9.0-11.1 milhdes) de novos casos (Figura 1), levando a
identificacdo de 30 paises com as maiores taxas de incidéncia mundial, ocupando o
Brasil o 20° lugar (WHO, 2018).
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Figura 1 - Incidéncia global de tuberculose em 2017 (adaptado de Global
Tubercilosis Report, WHO, 2018).

Embora a forma pulmonar seja a manifestacdo clinica mais comum da
infecc@o por Mycobacterium tuberculosis (Mtb), a doencga pode também afetar outros
orgaos, levando ao desenvolvimento de formas extrapulmonares que representaram
14 % dos 6.4 milhdes de casos incidentes em 2017. Dentre estas a TB pleural (TBpl)
€ a mais frequente em varios paises (HIJJAR; CAMPOS; FEITOSA; 2005; LIGHT,
2010; DONG; YANG, 2015; WHO, 2018), representado 15% do total dos casos
mundiais incidentes notificados em 2016 (WHO, 2017). No Brasil, a taxa de
prevaléncia da TB foi de 87 por 100.000 habitantes, e foram diagnosticados 9.807



novos casos de TB extrapulmonar em 2016 (WHO, 2017). Em geral, a incidéncia da
TBpl esta diretamente relacionada com a prevaléncia local da doenca. O derrame
pleural representa a manifestacdo mais frequente da TBpl, responsavel por cerca de
50% de todos os diagnésticos notificados no Brasil (NEVES; DIAS; CUNHA, 2007;
SALES et al., 2009). A doenca geralmente afeta jovens adultos imunocompetentes
e, embora haja possibilidade do sistema imune controlar a infec¢éo, ha um risco de
desenvolver TB ativa. Assim, o diagnéstico precoce e o tratamento adequado s&o
necessarios para evitar a evolucdo da TBpl para empiema tuberculoso ou fibrose
pleural (CANDELA et al., 2003; SONMEZOGLU et al., 2008).

Em geral, a resposta imune inata é eficaz contra Mtb, eliminando os bacilos
ou contendo a infeccéo, levando a um estado de laténcia. Quando essa resposta
inicial ndo é eficaz, a multiplicacdo do bacilo induz a imunidade mediada por células
(MORRISON, PAI, HOPEWEL, 2008; NATARAJAN et al., 2011). A interacdo de
células T com os macrofagos infectados € fundamental para a imunidade protetora
contra a TB e depende diretamente da producao de citocinas por diferentes tipos
celulares (MUNK, EMOTO, 1995). A resposta imune anti-TB depende,
predominantemente das células do tipo Thl, com producédo de interferon-gama (IFN-
y), fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina (IL) 12, citocinas essenciais nas
fases reguladora e efetora da resposta imune ao Mtb (BOOM et al., 2003). O IFN-y
ativa macrofagos, que produzem uma variedade de substancias envolvidas na
inibicdo do crescimento e morte dos bacilos. Os macrofagos secretam IL-12,
(SCHLUGER; ROM, 1998.), importante na patogénese da doenca, uma vez que,
induz o desenvolvimento de células Thl (TRINCHIERI, 1994.). Mtb também induz a
secrecdo de TNF por macréfagos, células dendriticas e células T (RAJA, 2004).
Essa citocina desempenha mudltiplos papéis na resposta imunologica na TBpl,
entretanto, variados e controversos sédo os estudos sobre as mudangas nos niveis
sistémicos de citocinas na TBpl. Deveci et al. (2005) demonstraram altos niveis
séricos de IL-12p40, IL-10, TNF e IFN-y em pacientes com TB. Os niveis de IFN-y e
IL-27 foram significativamente maiores (p<0,05) no soro e no fluido pleural (FP) de
pacientes com pleurisia tuberculosa em outro estudo, sugerindo que a combinacgéo
dos resultados dessas citocinas pode fornecer melhor desempenho no diagndstico
da TBpl (ZHANG et al., 2018a). Recentemente, Kashyap et al. (2018) demonstraram
a relacdo IFN-y/IL-2 no soro como o melhor biomarcador para o diagnéstico de TBpl,
com altos niveis de IFN-y em pacientes TB e revelando que baixos niveis séricos de

IL-2 deixam o individuo mais susceptivel a TB. Estimulacdo de células
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mononucleadas de FP (PFMC) com Bacilo de Calmette-Guérin (BCG) induziu maior
expressao de IFN-a e inibiu a producéo de IL-1B, em pacientes com TB (MA et al.,
2014). Maiores niveis de IFN-y, adenosina deaminase (ADA), receptor do fator de
necrose tumoral (DcR) 3, MCP-1, IP-10, granzyme A e perforina, foram relatados no
FP de pacientes TBpl em comparacdo com aqueles que apresentavam outras
etiologias, bem como TNF-sR1 foi um fator independente associado com TBpl,
sugerindo o IFN-y e a ADA como biomarcadores para o diagnostico de TBpl e,
deteccdo simultanea de DcR3 e TNF-sR1 podem melhorar a eficacia diagnéstica
(SHU et al., 2015). Em outro estudo, utilizando a técnica de ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay), TNF no FP foi descrito como promissor biomarcador para o
diagnoéstico de TBpl mas a IL-10 ndo apresentou valor diagnostico. No entanto, a
sensibilidade e especificidade do TNF foram menores que as obtidas com a ADA
(CILEDAG et al., 2010). O nivel de TNF no FP de pacientes com derrame pleural
tuberculoso foi maior do que naqueles com derrames pleurais nao tuberculosos, mas
ndo houve diferenga significativa entre os niveis séricos de TNF entre esses grupos
(DAMAYANTI; YUDHAWATI, 2018). A supressdo da funcdo das células T com
consequente diminuicdo da producdo de citocinas Thl, frente a estimulos
especificos, pode estar relacionada a um aumento na producdo de citocinas
imunossupressoras, como IL-10 e TGF- (HIRSCH et al., 1996; GONG et al., 1996;
HIRSCH et al.,, 1997; JANEWAY et al.,, 2002; DE LA BARRERA et al.,, 2004).
Existem evidéncias que a micobactéria secreta proteinas capazes de induzir a
expresséo de IL-10, visando burlar os mecanismos de defesa do hospedeiro (LAPA
E SILVA; BOECHAT, 2004), mas a producdo excessiva destas citocinas pode
resultar na incapacidade de controlar a infeccao.

Os métodos tradicionais microbiolégicos para o diagndéstico da TB dependem
da presenca de bacilos em amostras clinicas, apresentando, portanto, baixa
sensibilidade nos casos extrapulmonares, além de ser moroso e laborioso, fazendo-
se necesséria a obtencdo de novos testes e biomarcadores para auxiliar no
diagnostico rapido da TB. A combinagéo de cultura de FP e escarro na investigacao
diagnostica da pleurite tuberculosa parece uma abordagem inicial razoavel, com um
rendimento diagnéstico combinado de quase 80%. Em um estudo recente, o
rendimento diagndstico foi de 63% para cultura de efuséo pleural, 48% para cultura
de escarro e 79% para a combinagdo de culturas de efusdo e escarro, utilizando
meios de cultura liquidos que, embora menos morosos requer mais de uma semana

para o resultado (RUAN et al., 2012). Entretanto, usualmente, as melhores series
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diagnoésticas apresentam frequéncia de positividade menores, onde a microscopia
direta para a pesquisa de bacilos alcool acido rersistente (BAAR) no FP é raramente
positiva (menos de 10% dos casos) (UDWADIA; SEN, 2010) e a sensibilidade da
cultura para Mtb, via de regra, ndo ultrapassa os 55% - 70%, além de fornecer o
diagnostico tardiamente (VORSTER et al., 2015).

As técnicas moleculares tém sido amplamente utilizadas no diagndstico das
doencas infecciosas e sao altamente promissoras. Os ensaios baseados nos &cidos
nucleicos (NAA), para avaliacdo de pleurite TB em pacientes HIV-negativos,
parecem ter alta especificidade, mas sensibilidade relativamente baixa. Em um
estudo de meta-andlise de pacientes HIV-negativos, os testes de NAA tiveram
sensibilidade relativamente baixa (62%), mas alta especificidade (98%) para o
diagnéstico de TB (PAIl et al.,, 2004). Em estudo mais recente em 20 casos
confirmados de TB, em uma regido com alta prevaléncia de TB, o teste rapido Xpert
MTB/RIF contrastou em sensibilidade (92%) e especificidade (100%) (FRIEDRICH,
VON GROOTE-BIDLINGMAIER, DIACON, 2011). Entretanto, o ensaio Xpert
MTB/RIF aplicado em populacdo de alta prevaléncia de HIV/TB, sensibilidade
(28,7%), especificidade (96,6%), e valores preditivos positivos (96,1%) e negativos
(31,1%) mais baixos foram descritos (LUSIBA et al., 2014). O teste Xpert MTB RIF
no FP néo diagnostica com precisdo a TB pleural e, portanto, ndo pode ser usado
como teste de avaliacdo inicial em pacientes com suspeita de TB pleural. Em
recente avaliacdo por meta-analise, 23 estudos foram incluidos, o potencial
diagnéstico do Xpert MTB/RIF foi descrito com sensibilidade e specificidade de 30%
(95% Cl: 21-42%, 1°=87.93%) e 99% (95% Cl: 97-100%, 1°=96.20%),
respectivamente, com area sobre a curva de 0.86 (95% CI: 0.83-0.89), concluindo
gue o ensaio rapido molecular € de limitado valor como screening, mas tem alto
potencial para confirmacao diagnostica e na identificacdo de pacientes TBpl, embora
com baixa sensibilidade (HUO; PENG, 2018).

A presenca de granulomas caseosos contendo bacilos &lcool &cido-
resistentes (BAAR) no exame histolégico da bidpsia pleural configura diagndstico de
pleurite tuberculosa (GOPI et al., 2007). A demonstragdo de BAAR ndo é um
requisito absoluto; mas a presenca de granulomas, em pacientes de areas
endémicas, € considerada adequada (DIACON et al., 2003) e, portanto, 0 exame
histopatolégico das amostras de bidpsia pleurais compreende o teste padrdo de
referéncia para TBpl. Entretanto, o exame histopatologico tem por desvantagem, a

sensibilidade variavel, é oneroso e moroso, requer pessoal especializado, além do
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processo para obtencdo de amostras ser muito invasivo (KATARIA; KHURSHID,
2001; MORISSON; NEVES, 2008).

Os métodos baseados na resposta imune celular, por determinacdo da
concentracdo de IFN-y no FP, ndo estimulado, por kits de ensaio de imunoabsorcao
enzimatica disponiveis comercialmente, € considerado uma ferramenta diagndéstica
atil na pleurisia tuberculosa (AOE et al.,, 2003). Entretanto, ha variabilidade de
sensibilidade entre os estudos (VILLEGAS, LABRADA, SARAVIA, 2000; JIANG et al.
2007).

Os testes baseados em células mononucleadas do FP (FPMC) ou do sangue
periférico (PBMC), com liberacdo de IFN-y (“interferon gamma release assays’,
IGRA) e outras citocinas ap0s estimulo com os Ags ESAT-6:CFP10 (VAN
PINXTEREN et al.,, 2000; DOHERTY et al., 2002; TAVARES et al.,, 2007) sao
utilizados na deteccéo da TB pulmonar (TBpul) e de infeccao latente por Mtb (LTBI),
embora ndo discrimine uma da outra. Mais recentemente, a quimera fusionada
PstS(2g5-374:)CFP10 (ARAUJO et al.,, 2014) se mostrou um marcador alternativo
atraente para deteccdo da TBpul e de LTBI, embora com maior reatividade para
LTBI, entretanto ndo ha informacdes quanto o potencial dessa nova quimera como
um marcador alternativo para o diagnoéstico da TBpl. Testes sorodiagnosticos
baseados nestes antigenos, mostraram sensibilidade e especificidade variando de
43-100% e de 44-100%, respectivamente (PARKASH et al., 2009). Ren et al. (2010)
observou sensibilidade e especificidade de 70% no teste sorolégico com os Ags
ESAT6:CFP10, com um bom valor diagnéstico para TBpul e TB extrapulmonar,
sendo comparavel ao descrito por Wu et al. (2010). Na TB ativa e LTBI, a resposta
especifica de subclasses de imunoglobulina G (IgG) ao ESAT6:CFP10 no soro, por
ELISA, foi demonstrado com altas sensibilidades para IgG1 (93.3%), e sensibilidade
de 53,3% para PstS1gs.374)CFP10, mantendo especificidades 290% (ARAUJO et
al., 2018). Adicionalmente, foi relatado que o Ag ESAT6 induz maior producdo de
IFNy e da quimiocina CXCL9, podendo ser utilizado para diferenciar TB de acordo
com a severidade das infeccbes (HASAN et al., 2009). Lee et al. (2003)
demonstraram que a producdo da quimiocina CCL2 ndo € exclusivamente elevada
sistemicamente em pacientes com TB, estando aumentada no local da infec¢cao na
fase cronica da TB ou na infeccdo pleural. Liao et al. (2014) observaram aumento de
IFN-y no FP de pacientes com TBpl, sugerindo que o ELISPOT-IFN-y para os Ags
ESAT6 e ESAT6/CFP10 € capaz de proporcionar um diagnostico rapido e acurado

da doenca. Recentemente, Gao et al. (2016) descreveram a IL-31 como um novo
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biomarcador para o diagnostico de TBpl, tanto no FP quanto no soro. Os niveis
séricos da proteina quimioatractante de mondcitos 1 (MCP-1) e IL-8 no ensaio
comercial QuantiFERON-TB Gold In-Tube foram significativamente diferentes entre
pacientes TB que possuiam resultado PPD (purified protein derivative)) negativo ou
positivo (XIN et al., 2018). O nivel de IL-27 no FP de pacientes com derrame pleural
tuberculoso foi significativamente maior que naqueles com derrame pleural maligno
e nos soros (p <0,05), por ELISA, sendo descrita taxas de sensibilidade,
especificidade e acuracia de 95%, 97,2% e 96,1%, respectivamente, sugerindo
potencial no diagnostico do derrame pleural tuberculoso (SUN et al., 2014). Foi
demonstrada, em dosagem de IFN-y produzidos por células do FP estimuladas com
0s Ags ESAT6 e CFP10 pelo ensaio T-SPOT.TB, alta sensibilidade (100%) e
eespecificidade de 89% no diagndstica de TBpl em uma regido de alta incidéncia da
doenca (ADILISTYA, ASTRAWINATA, NASIR, 2016). Musvosvi et al. (2018)
sugeriram o uso do ensaio ELISPOT, avaliando a combinagcdo da expressao dos
diferentes biomarcadores HLA-DR, IFN-y e IL-2 em resposta aos Ags
ESAT6:CFP10, por técnica de citometria de fluxo, por mostrar alta sensibilidade
(86%) e especificadade (100%) para o diagnéstico e/ou monitoramento do
tratamento da TB.

Por outro lado, estudos envolvendo derrame pleural tuberculoso sugerem que
os biomarcadores IFN-y, TNF e a ADA podem contribuir para um diagnostico mais
eficiente e diferencial na TBpl (DHEDA et al., 2009; LI et al., 2014; SHU et al., 2015).
A ADA é um biomarcador enzimatico de ativacao linfocitaria, e tem se mostrado um
teste util no diagnostico da TBpl (LIGHT, 2010). A atividade da ADA é geralmente
medida por método colorimétrico, que é rapido, de baixo custo, reprodutivel e de
facil operacionalidade (MORISSON; NEVES, 2008). No entanto, apresenta
limitacdes: o valor preditivo da atividade da ADA depende da prevaléncia local da
TB; baixa sensibilidade em pacientes imunodeprimidos; pode ter resultados falso-
negativo ou falso-positivo devido a reatividade cruzada com outras doencas
envolvendo derrame pleural, como linfoma, doencas vasculares do colageno e
empiema bacteriano; apresenta ampla variacdo de resultados de regido para regiao;
e assim, deve ser utilizada com cuidado no diagnostico da TB (TRAJMAN et al.,
2007; OGATA et al., 2011; KASHIWABARA; OKAMOTO; YAMANE, 2012).

Os métodos diagndsticos baseados na resposta humoral, tais como os testes
sorolégicos com os antigenos (Ags) 38kDa, MPT-64 e Ag85, tem se mostrado

promissores na TB. Estudos anteriores demonstraram a alta imunogenicidade do
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MPT-64 (KAISERMANN et al., 2005; SILVA et al., 2008; SARDELLA et al., 2008;
SARDELLA et al.,2014) em areas endémicas como o Brasil, entretanto, validacéo
em novas coortes de pacientes com TBpl ndo foram realizadas por estes autores. O
teste sorolégico baseado na resposta de anticorpos (Ac) pode ser uma alternativa
atraente para auxiliar no diagnéstico, pois é simples, rapido e de faclil
operacionalidade, possibilitando sua aplicacdo no sistema publico de saude, onde a
demanda diagnostica € alta por testes tipo point of care (POC). Em estudo anterior,
Araujo et al. (2010) demonstrou que o antigeno fusionado MT10.3:MPT64 &
reconhecido pela imunoglobulina A (IgA) no FP de pacientes com TBpl, com alta
sensibilidade (81.4%) e especificidade (95,5%). Entretanto, o soro seria um
espécime clinico mais promissor para ser utilizado em testes imunoenzimatico,
sendo comparativamente menos invasivo de se obter que o FP e operacionalmente
mais simples de obtencdo. Dessa forma, avaliar imunoreatividade de IgA, e outras
lgs do soro, € uma abordagem que poderia trazer beneficios para auxiliar o
diagndstico rapido da TBpl. Novas coortes para validagdo do teste néo foi relizada,
ja que os estudos com antigenos unicos e com a proteina de fusdo foram realizados
com 0s mesmos especimes clinicos de biorepositorio.

Recentemente, a proteina de fusdo baseada nos epitopos dos antigenos
MPT64 e MT10.3, denominada F2 (MT10.31m-40s):MPT64mM911-2054):MT10.3(415-96)),
foi descrita como sendo predominantemente reconhecida por IgA no soro de
pacientes com TBpul (SARDELLA et al., 2015).

Por outro lado, estudos anteriores sugeriram que proteinas micobacterianas
pertencentes a familia das PPE estdo envolvidas em muitos aspectos da
patogénese da TB, incluindo a ligacdo da bacteria as células do hospedeiro,
imunomodulacdo, reconhecimento de Ac e capacidade de persisténcia de bacilos
nos granulomas (AL-ATTIYAH, MUSTAFA, 2008; COLE, BARRELL, 1998b;
KARBOUL et al., 2008; CHEN et al., 2009; MULINARI, 2016). Maior reatividade de
IgA-PPES9 e menor de IgG em pacientes com TB pulmonar foram demonstradas
(MULINARI, 2016). No entanto, ndo ha estudos sobre a reatividade desses Ags no
FP e/ou no soro de pacientes com TBpl.

Portanto, a identificacdo de novos biomarcadores e, com potencial para o
desenvolvimento de métodos diagndsticos que diferenciem a TBpl de outras
patologias com derrame pleural exsudativo, pode impactar de maneira significativa

na assisténcia primaria e no diagnostico dos pacientes com TB, permitindo acesso



rapido a terapia, diminuicdo do niumero de Obitos e contribuindo para a interrupcao
da cadeia de transmissao da doenca.

Nesse contexto, o presente estudo propde investigar possiveis biomarcadores
da resposta imune celular e humoral a diferentes Ags recombinantes de Mtb com
potencial para auxiliar no diagnéstico da TB extrapulmonar. Assim, propomos: i)
validacdo e/ou avaliacdo da acuracia da dosagem de IgG e IgA contra os Ags
micobacterianos MT10.3, MPT64, PPES9, a fusdao MT10.3:MPT64, e nova quimera
proteica F2 (MT10.3(1m-405):MPT64M911-2054):MT10.3(415.06)), paralelamente no FP e
no soro de pacientes com TBpl e outras pleurisias ndo tuberculosas, utilizando a
técnica de ELISA “in house” ii) avaliacdo da resposta imune celular por diferentes
citocinas produzidas por células mononucleadas do FP (PFMC) e do sangue
periférico (PBMC) estimuladas com Ags especificos de Mtb (in vitro), PstS1sgs.
374/CFP-10 e ESAT6:CFP-10, em pacientes com TBpl e controles; iii) estimar a
reatividade de Ac por meio de ensaio dot-ELISA aos antigenos que se mostraram

promissores no ELISA.

1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 Breve histérico datuberculose

A TB é uma doenca infecto-contagiosa crbénica, tem por agente etiolégico
Mycobacterium tuberculosis, conhecida desde a antiguidade, com o0 aparecimento
das primeiras civilizacdes. Foram encontradas lesdes causadas pela TB em
amostras de tecidos humanos obtidos de mumias egipcias de cerca de 3.400 a.C.
(BATES; STEAD, 1993). Estudos moleculares demonstram que todos os membros
modernos do complexo Mtb descendem de um unico ancestral comum africano e
coexiste com a humanidade ha mais de 15.000 anos, e sua presenca entre 0s
hominideos do Neolitico foi sugerida em investigagdes arqueologicas. Em humanos,
0ssos da coluna vertebral datados de, aproximadamente, 8.000 a.C., cujas lesdes
evidenciam a TB, foram identificados como exemplares mais antigos da doenca
(KAPUR et al., 1974; BATES; STEAD, 1993; KAPUR et al.,, 1994; ERNST et al.,
2007; GUTIERREZ et al., 2005; HERSHKOVIT, 2008).

Embora seja uma doenca conhecida desde a antiguidade, houve uma

evolugdo lenta do conhecimento da TB no decorrer da historia. Desde a época de
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Hipocrates (460-377 a.C.) até o século XIX, a natureza da infeccdo nédo era
conhecida. Chegou a ser considerada uma doenca hereditaria, uma vez que, apos o
adoecimento de um integrante da familia, as chances dos demais também
adoecerem eram maiores (KAPUR et al., 1974; FILHO, 2001; CAMINERO, 2004).

Na idade média os relatos de casos sdo mais escassos, mas é conhecido o
fato de existir patologias de manifestacbes linfoganglionares fistulizadas, as
escrofulas (ROSEMBERG, 1999). Entretanto, a partir da Revolugdo Francesa e
Industrial no século XVIII, os trabalhadores, submetidos a baixas condi¢cdes
socioeconémicas, com mas condicdes de moradia e qualidade de vida, levou a um
aumento progressivo na disseminacao da TB pela Europa (COSTA, 1985; HIJJAR,;
CAMPOS; FEITOSA, 2005). A TB, bem como outras doengcas como a sifilis e 0
alcoolismo foram considerados problemas sociais no decorrer do século XIX (FILHO,
2001).

Um importante advento surgiu quando a natureza da infecgao foi descrita, na
metade século XIX, em estudos de Villemin (1865) e de Robert Koch (1882), sendo
gue este ultimo apresentou, na Reunido da Sociedade de Fisiologia, em Berlim, seu
estudo identificando e descrevendo o agente etiologico da TB por técnica de
coloracdo. Assim, ficou conhecido até os tempos atuais como bacilo de Koch (BK),
provocando mudancas consideraveis no conhecimento etioldgico e de transmisséo
da TB (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008) e estabelecendo a relacao cientifica entre o
bacilo e a doenca (CAMINERO, 2004; DANIEL, 2006).

A partir dos anos 40, em meados da Segunda Guerra Mundial, os antibi6ticos
como a estreptomicina (SM) e quimioterapicos como isoniazida (INH), acido p-
aminosalicilico (PAS) e a rifampicina (RIF), na década de 1960, foram introduzidos
no tratamento da TB, gerando um decréscimo do niumero de casos a partir dos anos
70 possibilitando o inicio do controle da doenca e expectativa de erradicacao para o
final do século XX (ISEMAN 2002; TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). Porém, a partir
da década de 80, principalmente nos paises desenvolvidos, houve um aumento
consideravel do nimero de casos associados a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS). Nos paises em desenvolvimento a TB nunca foi eficientemente
controlada e assim, em 1993, a OMS decretou a doenca em estado de emergéncia
global (RAVIGLIONE, 2003) e, mais tarde, propos o DOTS (Tratamento diretamente
supervisionado) como estratégia para o controle (TERRA; BERTOLOZZI, 2008).

Em pleno século XXI, mesmo com o advento de quimioterapias atuais

eficazes contra o Mtb, pela utilizacdo de antibidticos isoniazida, rifampicina,
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etambutol, etionamida, quinolonas, floxacinas entre outras drogas injetaveis, a
situacdo da TB ainda € um grave problema de saude publica, principalmente em
paises em desenvolvimento, onde a pobreza, desigualdade social e mas condi¢des
sécio-econdmica e sanitaria da populacdo, associados a emergéncia de cepas
multirresistentes aos antituberculostaticos e a epidemia de HIV/AIDS, promovem um
aumento dos casos de coinfec¢do TB-HIV, desafiando o controle da TB no mundo
(ALVES; NATAL, 2002; VENDRAMINI et al., 2007; TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).
A TB atinge grupos de maior vulnerabilidade, como os moradores de rua,
presidiarios, pessoas acometidas com outras doencas imunodebilitantes, como é o
caso do diabetes mellitus e lupus (GALDSTON, 1954; ALI, 2014).

O desenvolvimento da gendmica e bioinformatica contribuiu para o progresso
no conhecimento da biologia do bacilo, sua relacdo com o hospedeiro e
desenvolvimento de novos métodos diagnosticos, para os estudos epidemiolégicos e

filogenéticos, bem como para novas terapias (COLE et al., 1998a).

1.1.2 Mycobacterium tuberculosis: caracteristicas gerais

Mtb é uma das espécies do género Mycobacterium, sendo este o Unico da
familia Mycobacteriaceae inserido na ordem Actinomycetales e subordem
Corynebacteriacea. E caracterizado um patogeno intracelular facultativo, infectante
de macroéfagos, aerdbico obrigatorio e de crescimento lento, apresenta imobilidade e
ndo forma esporos, ausente de flagelos, e apresenta viruléncia variavel
(DOMENECH; BARRY; COLE, 2001). Atualmente, ja foram definidas mais de 200
espécies pertencentes ao género Mycobacterium (BROOKS et al., 2014).

O bacilo possui morfologia delgada, reto ou ligeiramente curva e fina,
variando de 0,2 a 0,6 um de diametro e 1,0 a 4,0 um de comprimento, ndo produz
toxinas e acomete preferencialmente o sistema pulmonar (TRABULSI,
ALTERTHUM, 2008). Apresenta taxa de crescimento lenta, de mais de 18 horas,
dependendo da disponibilidade de oxigénio, pH e nutrientes do meio (BRENNAN,
NAKAIDO, 1995; SOTIR et al., 1999). Esses fatores também influenciam o
comportamento do bacilo no hospedeiro, podendo se multiplicar ativamente ou se
manter em laténcia (CARMINERO, 2007). O envelope celular desses bacilos,
constituido de membrana plasmatica e parede celular, tem importante participacédo

no processo de interacdo patdgeno-hospedeiro. Sua parede celular apresenta alta
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guantidade de lipideos, conferindo rigidez a parede e a caracteristica de BAAR e de
hidrofobicidade. Os lipideos também conferem protecdo e resisténcia natural a
numerosos antibiéticos e agentes antimicrobianos, bem como a muitos desinfetantes
e corantes, entretanto, ndo confere protecdo a acdo de agentes fisicos como a luz
solar, calor e radiacdo ultravioleta. Assim, sua complexa parede celular é
fundamental para a resisténcia e protecdo do bacilo frente a muitos fatores do
hospedeiro, como acao de enzimas e moléculas toxicas, promovendo a persisténcia
do Mtb em tecidos que apresentem condicdes adequadas a sua sobrevivéncia (VAN
SOOLINGEN et al., 1997; GOODFELOW; MAGEE, 1998; ARANAZ et al., 1999;
COUSINS et al., 2003; REIS et al. 2007; ANDRADE et al., 2008; HETT; RUBIN,
2008).
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Figura 2 - Estrutura da parede celular das micobactérias. Os componentes incluem
(A) membrana plasmatica, (B) peptidioglicano, (C) arabinogalactana (D)
lipoarabinomanana coberta por manose, (E) proteinas associadas a membrana
plasmatica e a parede celular, (F) acidos micolicos, (G) moléculas de glicolipidios de
superficie associadas aos acidos micolicos, (P) molécula de fosfato. Fonte:
Karakousis et al., 2004.

As estirpes M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. canettii (raramente
causa doenca) sdo os principais agentes infecciosos da TB no homem. Essas
espécies juntamente com M. microti (doenca em roedores e humanos), M. caprae
(doenca em cabra), M. pennipedii (infectam leGes marinhos), e mais recentemente
M. mungi (isolado em mamifero do género Mungus) e M. orygis (isolados de bovidae
e humanos na Africa e Asia) (VIANA-NIERO et al. 2004; OCEPEK et al. 2005;
ALEXANDER et al. 2010; INGEN et al. 2012), constituem o Complexo Mtb, pois
apresentam 94 a 100% de similaridade em suas caracteristicas e compartilham a
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sequéncia do gene que o codifica 0 RNA ribossomal 16S. Entretanto, estas espécies
possuem diferencas fisiolégicas na sua viruléncia para o homem (COUSINS et al.,
2003; TORTOLI, 2006; ALMEIDA; ARAUJO, 2013; INCANDELA et al., 2013).

1.1.3 Epidemiologia

A incidéncia de TB varia significativamente entre os paises e isto esta
diretamente associado as suas condicfes socioecondmicas. Em 2017, paises
desenvolvidos economicamente apresentaram as menores taxas de TB (<10 novos
casos por 100.000 habitantes), enquanto taxas de 150-400/100.000 habitantes
foram encontradas nos 30 paises de maior incidéncia de TB e acima de 500/100.000
hab. em alguns paises, incluindo Mogambique, Filipinas e Africa do Sul (WHO,2018).

Em 2017, no Brasil foram notificados 69.569 casos novos de TB e um
coeficiente de incidéncia de 33,5/100 mil habitantes. Esse coeficiente apresentou
reducdo média anual de 1,6% entre 2008 e 2017. Foram registrados 4.426 Obitos
por TB em 2016, resultando em um coeficiente de mortalidade de 2,1 6bitos/100 mil
hab., que apresentou queda média anual de 2 % de 2007 a 2016 (Figuras 3 e 4)
(BRASIL, 2018).
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Figura 3 - Coeficiente de incidéncia de tuberculose (por 100 mil habitantes), Brasil,
2008 a 2017 (Brasil, 2018).
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Figura 4 - Coeficiente de mortalidade por tuberculose (por 100 mil habitantes),
Brasil, 2007 a 2016 (Brasil, 2018).

Dos casos novos de TB pulmonar notificados em 2016 no Brasil, 36,2%
realizaram tratamento diretamente observado (DOTS). O percentual de cura nesse
ano foi de 73%, maior que o valor encontrado no ano de 2015 e 2017. Os maiores
percentuais de cura se concentraram nos estados do Acre (84,2%), Sao Paulo
(81,6%) e Amapa (81,7%). Em relagcdo as capitais, Macapa (86,1%) apresentou o
maior percentual e Campo Grande (10,9%) o menor. Quanto ao abandono do
tratamento, em 2016, o percentual foi 10,3%, acima da meta estipulada pela OMS
(<5,0%). Acre (4,1%), Tocantins (4,3%) e Piaui (4,6%) foram os Unicos estados que
tiveram percentuais abaixo da meta. Por outro lado, capitais como Porto Velho,
Porto Alegre e Floriandpolis apresentaram taxas de abandono acima de 20%. A
coinfeccao HIV/TB foi identificada em 9,2% dos casos novos. Vale ressaltar que em
2017, 10,5% dos novos casos de TB registrados foram em pessoas privadas da
liberdade, em quem se estima risco de adoecimento 28 vezes maior do que na
populacdo em geral (BRASIL, 2018).

O Rio de Janeiro possui alta taxa de incidéncia de TB (63,5/100 habitantes),
com 10.609 novos casos notificados em 2017 (BRASIL, 2018). Esse alto numero de
casos esta associado a grande aglomeracdo de pessoas nos centros urbanos,
muitas vezes alocadas em regides com infraestrutura deficitaria, com condi¢bes

precarias de sobrevivéncia. As taxas de coinfeccdo HIV/TB foram maiores em 2012
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(10,6%) em relacdo a 2008 (8,8%), o que deixa claro uma evolucdo na deteccao do
HIV pelos testes soroldgicos (BEVILAQUA et al. 2014).

1.1.4 Susceptibilidade, patogenia e Imunopatologia da tuberculose

Em geral, a infec¢cdo por Mtb tem seu inicio por via respiratoria a partir da
inalacdo do agente patogénico, eliminados em aerossois de fluidos biolégicos, por
pessoas que albergam TB ativa (BERMEJO et al., 2007), e pode evoluir ou ndo para
a abertura de um quadro de doenca clinica. As particulas infectantes suspensas no
ar ficam ressecadas ao serem expostas a fatores fisicos como o vento e aos raios
solares e adquirem tamanhos reduzidos contendo de um a dois bacilos, o que torna
facil sua inalacao e sua possivel chegada ao pulméo.

Antes de atingirem os alvéolos pulmonares, os bacilos inalados precisam
ultrapassar os mecanismos inespecificos naturais do trato respiratério, como 0s
pelos nasais, refluxo da tosse, disposi¢cdo angular das vias aéreas e 0 mecanismo
de depuracdo mucociliar, bem como a resposta imune do hospedeiro (CAPONE
2006; ROCHA et al. 2008; GIDEON; FLYNN, 2013; STAM et al. 2015).
Ultrapassando esses obstaculos se instalam no pulmdo ou se disseminam, via
hematogénica, podendo infectar outros 6rgdos e tecidos (HIJJAR; CAMPOS;
FEITOSA, 2005). Assim, a partir de um foco pulmonar ou ganglionar, a infeccao por
Mtb pode evoluir para a doencga conhecida como TB primaria ou primo-infeccéo.

O que determina a progressédo da doenca micobacteriana é o confronto entre
as caracteristicas do patégeno como viruléncia, carga bacilar e, fatores que o
habilitam a tentar superar as defesas e as propriedades imunoldgicas do hospedeiro,
gue garantem sua resisténcia a partir de uma resposta inflamatoria. Assim que
atinge o pulméo, o bacilo entra em contato com as células do sistema imunitario,
como macrofagos alveolares ou células dendriticas, capazes de realizar fagocitose e
desencadear o processo de inflamacdo, visando destruir 0 agente patogénico a
partir de uma resposta imune inespecifica (HIJJAR; CAMPOS; FEITOSA, 2005;
TRABULSI; ALTERTHUM, 2008, BEHLER et al., 2012).

Cerca de 50% dos individuos infectados conseguem eliminar o bacilo
diretamente pela resposta inata, entretanto, caso iSSO ndo ocorra, em parte a
infeccdo pode ser controlada pelo segregamento da bactéria nos focos
granulomatosos (SHALER et al., 2013).
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A TB secundaria ou poés-primaria se da por reativacdo do foco primario
(devido a uma imunossupressdo) ou por re-infeccdo exdgena (o paciente entra
novamente em contato com Mtb). Com a evolucdo da infecgcdo, ha formacéo de
novos granulomas que levar a formacéo de areas necrosadas, gerando pontos de
lesédo no pulméo. Nos pacientes com melhores condi¢cdes de saude e imunitaria, a
lesé@o se cicatriza levando sua cura (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

1.1.5 Respostaimune natuberculose

1.1.5.1. Células participantes

Por meio de receptores de reconhecimento padrdao (PRRs - pattern
recognition receptors) que identificam de padrbes moleculares associados a
patbgenos (PAMPs - pathogen-associated molecular patterns), macréfagos
alveolares fagocitam Mtb ao entrar em contato com os pulmfes apds conseguir
ultrapassar as barreiras naturais do trato respiratorio do individuo, que age retendo
alguma fracdo da carga bacilar. Esse evento leva ao recrutamento de células
imunitarias para o sitio de infec¢éo, sendo estas células dendriticas (DC), neutrdfilos
e monaocitos. Posteriormente, a resposta adaptativa se inicia quando as células se
dirigem aos ganglios linfaticos ativando linfécitos T antigenos-especificos que, por
meio da corrente sanguinea retronam ao pulmao para auxiliar no controle do bacilo
(HANEKOM et al., 2007; GIDEON; FLYNN, 2013; FOGEL, 2015; STAM et al., 2015;
KORB et al., 2016) (figura 5).
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Figura 5 - Principais eventos da resposta imune inata e adquirida que ocorrem na
infeccdo por Mycobacterium tuberculosis apdés sua inalacdo pelo hospedeiro.
Adaptado de Hanekom et al., 2007.

A resposta imune inata é a primeira linha de defesa ao Mtb, envolvendo
outras células além das fagociticas. As células natural killer (NK), capazes de
combater patdgenos intracelulares, tem capacidade de destruir o bacilo e os
macrofagos infectados com os mesmos, bem como capacidade rapida de produzir a
citocina IFN-y, fundamental na resposta imune a TB (VAN CREVEL; OTTENHOFF;
VAN DER MEER, 2002; RAJA, 2004; PERERA et al., 2012).

A imunidade celular é fundamental para uma resposta imune eficaz contra
Mtb, onde as células T tem um importante papel na imunidade especifica ao bacilo
(DUARTE et al., 1997; LYDYARD, 1997; SARDELLA, 2014). A forma y5 do receptor
de antigenos de células T (TCR) é capaz de reconhecer Ags micobacterianos
proteicos e ndo proteicos associados a moléculas CD1 (Cluster of Differentiation),
células CDACD8™" TCRafp CD1-restritas, o que ja foi demonstrado em varios estudos
in vivo e in vitro (JANIS et al., 1989, PORCELLI; MORITA; BRENNER, 1992;
CONSTANT et al., 1994; TANAKA et al., 1995; KAUFMANN, 1996). Comumente,

moléculas CD1 apresentam Ags micobacterianos a células T, que existe em grande
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guantidade em DC. Ja foi relatado que Ags nado-proteicos sdo reconhecidos por
células Tyd, porém, sem apresentacao (KAUFMANN et al., 2007).

E fundamental no combate ao Mtb que os linfécitos T CD4+ atuem realizando
a ativacdo de células através do contato celular ou pela producdo de citocinas
chaves para o controle da TB, como o IFN-y. Apesar de nao agirem diretamente na
apresentacao de Ags, mas tdo importantes quanto, linfécitos T CD8+ séo ativados
por células T para eliminar os macrofagos infectados (NORTH; JUNG, 2004; RAJA
et al., 2004; COOPER, 2009; SAKAI et al., 2016). Os linfocitos T reguladores (Treg)
apresentam duas populacdes definidas, sendo elas os linfécitos T regulatérios
induziveis perifericamente (iTregs: CD4+CD25+), e os linfocitos T regulatorios
naturais (Tregs: CD4+CD25+FoxP3+), ambos produzidos no timo (SAKAGUCHI et
al., 2008). Devido sua natureza estar ligada ao perfil Thl, linfécitos Treg estéo
relacionados a TB ativa (HANEKOM, 2005).

1.1.5.2. A resposta imune inata e a ativagcdo da resposta imune

adaptativa

A resposta imune inata € uma defesa inicial do organismo com capacidade de
reconhecer patdégenos e/ou identificar dano tecidual, objetivando apresentar a
presenca destes para as células da resposta imune adaptativa.

Entretanto, a restrita protecdo a TB conferida pela resposta imune inata pode
permitir a multiplicacdo do bacilo no interior do macréfago e sua disseminacao
através da corrente sanguinea. Dessa forma, é fundamental que a resposta imune
inata e adquirida atuem em conjunto para o controle da TB (MOUTINHO, 2011), e a
ligacdo entre essas duas respostas depende das células apresentadoras de Ags
(APCs), tais como macrofagos e DC, que também desempenham um papel
importante na diferenciacéo do perfil pré-inflamatério (Thl) ou antiinflamatorio (Th2)
de linfécitos T auxiliares (HICKMAN; CHAN; SALGAME, 2002).

A TB é uma infeccdo em que a imunidade protetora e a hipersensibilidade
tardia patoldgica coexistem. Mtb ndo tem como caracteristica produzir exotoxina ou
endotoxina e, portanto, as lesfes teciduais decorrentes da doenca séo, em grande

parte, causadas pela resposta imune do hospedeiro (APPELBERG, 1992).
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1.1.5.3. A respostaimune celular na tuberculose

Com o desenvolvimento da resposta imune adquirida apds a migracdo dos
linfonodos para o pulmao, que ocorre de 6 a 8 semanas apos a infeccao, linfécitos T
CD4+ e T CD8+ séo ativados e iniciam a producao de IFN-y, principal citocina de
perfil Th1l atuante na infeccdo por Mtb, uma vez que, tem capacidade de aumentar a
acdo citolitica dos macrofagos levando a liberagcdo de Oxido nitrico e
consequentemente promovendo a acidificacdo e maturagdo do fagossomo (ORME;
COOPER, 1999; TSENOVA et al., 1999; EHLERS, 2003). Entretanto, Mtb apresenta
mecanismos, na parede celular, de evasdo da resposta imune do hospedeiro, com
capacidade de bloguear a unido dos lisossomos e fagossomas, contribuindo para a
sobrevivéncia do bacilo no interior dos macrofagos (MOUTINHO, 2011). O TNF é
outra citocina produzida por macréfagos e células T que, além de possuir
propriedades imunoregulatorias, detém papel importante no sitio de infecgéo,
atuando na ativacdo de macrofagos, formacdo e sustentagcdo do granuloma. A
imunidade contra o bacilo depende, também, de citocinas e quimiocinas, tais como
IL-1, IL-6 e o fator estimulador de colbnia de granuldcitos-macréfago (GM-CSF)
(MOUTINHO, 2011; SILVA et al.,, 2015; KORB et al.,, 2016). A IL-12 é outra
importante citocina, que é produzida apés macréfagos e DC fagocitarem Mtb, que
além de ser indutora da producgéo de IFN-y, apresenta papel fundamental no controle
da infeccdo (FLYNN; CHAN, 2001; FOGEL et al., 2015). Outras citoinas pro-
inflamatdrias e quimicionas, tais como IL-6, CCL2 e CXCL10 também s&o induzidas
no local da infec¢cdo. As quimicionas produzidas recrutam células NK, neutrofilos,
Linfocitos T CD4, T CD8, T yd e B para a regido infectada (DELOGU et al., 2013;
KORB et al., 2016).

A IL-2 (fator de proliferacéo de linfocitos) promove a proliferacdo de linfécitos
T e B especificos em resposta a um determinado antigeno, evidenciando um
importante papel no desenvolvimento da resposta imune. A IL-2 produzida por
células T CD4+ atua no curso da infeccéo por micobacterias induzindo uma resposta
do tipo Thl (BLANCHARD, 1989; RAJA, 2004).

A participacao de citocinas do perfil Th2, como a IL-4, pode estar relacionado
a evasdo de Mtb do sistema imune do hospedeiro, entretanto, ainda ndo esta
totalmente elucidado se a presenca dessa citocina € a principal causa de reativacéo
da TB ou uma decorréncia da progresséo da doenca ativa (SILVA et al. 2015). Sabe-

se que a IL-4 est4 relacionada principalmente a reagfes alérgicas, nas parasitoses e
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patogenos extracelulares, na TB tem capacidade de suprimir a producdo de IFN-y e
ativacdo de macrofagos (APPELBERG et al., 1992, POWRIE; COFFMAN, 1993). Ja
foi evidenciado aumento da producao de IL-4 em humanos com TB cavitaria, porém,
dados do mesmo grupo mostraram que 0s resultados sdo inconsistentes, nao
deixando claro se a IL-4 é causa ou reflexo da TB ativa em humanos (VAN CREVEL
et al., 2002). Pacientes com TB pulmonar severa demonstraram aumento da
producao de IL-4 (FLYNN; CHAN 2001; KUTLU et al. 2007).

A IL-6 € uma citocina produzida no estagio inicial da infeccdo micobacteriana,
apresenta carater pirogénico, atuando sobre os macrofagos que a secretaram, bem
como naqueles ao redor. Na infeccédo por Mtb tem ac¢do mdltipla, uma vez que pode
assumir perfil pré e anti-inflamatério, inibindo a producéo de citocinas tais como TNF
e IL-18. Em associacdo com a producdo deficiente de IFN-y, antes do inicio da
resposta imune celular, esta citocina pode favorecer a susceptibilidade a infeccao
por Mtb (LAW et al., 1996; GEROSA et al., 1999; SAUNDERS et al., 2000).

A IL10 é produzida por macréfagos alveolares e células T durante a infec¢éo
e apresenta perfil anti-inflamatdrio (ABBAS, 2006). E capaz suprimir resposta Thi,
inibindo a producéo de IFN-y, TNF e IL-12, bem como de induzir a producao de IL-4
pelos linfocitos (HIRSCH et al., 1999). O aumento da producéo de IL-10 foi, também,
correlacionado com a ineficacia da vacinagdo BCG em humanos (FERRAZ et al.,
2006).

O papel da IL-17 na resposta inflamatéria ainda € pouco elucidado,
entretanto, tem sido correlacionado a protecdo contra a TB, indicando ter uma
participacédo importante na resposta antimicobacteriana em humanos. E uma citocina
pro-inflamatéria expressa por linfocitos T de memobria, ativados. E produzida,
principalmente, por células Th17, uma subpopulacéo de células T CD4 de perfil pro-
inflamatério (KHADER et al., 2007, KHADER; COOPER, 2008, SCRIBA et al., 2008),

O IFN-y é produzido por diferentes tipos celulares e desempenha uma acao
protetora na TB muito bem definida. O principal papel dessa citocina € promover a
ativacdo de macrofagos infectados para desempenhar sua funcéo microbicida, com
a producéo de reativos de oxigénio e de nitrogénio, capazes de eliminar o bacilo
(RAJA, 2004; HOUBEN; NGUYEN; PIETERS, 2006). Estimula a producao de TNF
pelo macrofago, citocina fundamental para a formacgéao do granuloma e para conter a
infeccdo (FLYNN et al., 1995; ROACH et al., 2002). Principalmente no inicio da
infeccdo por Mtb, macrofagos ativos, células T e células CD1-restritas também
produzem IFN-y (FLYNN; CHAN, 2001). Células NK também detém a capacidade de
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secretar IFN-y na resposta imune inata na TB, seja em resposta a IL-12 e IL-18 ou
por contato direto com produtos micobacterianos (LHO et al., 1999). A avaliacao da
producéo in vitro de IFN-y antigeno-especifica tem sido apontado como promissora
para auxiliar no diagnoéstico da TB (VAN CREVEL et al., 1999; COSTA et al., 2009;
ARAUJO et al.,, 2014; LIAO et al., 2014), sendo utilizado inclusive em testes
comerciais disponiveis atualmente e autorizados pela OMS para testar a infeccédo
latente (WHO, 2017)

Uma das funcdes fisiologicas do TNF € participar do recrutamento de
neutrofilos e mondcitos para o local de infec¢do, ativando essas células visando
destruir o patégeno. E produzido por diversos tipos celulares, tais como macréfagos,
linfécitos T, células NK, mastocitos e fagoécitos mononucleares ativos (ABBAS,
2006). Na TB, atua ativando macrofagos no local de infeccdo e na formacado e
sustentacao do granuloma (MOUTINHO, 2011; SILVA et al., 2015).

1.1.5.4. A respostaimune humoral na tuberculose

Embora, por muito tempo, a imunidade contra a TB tenha sido atribuida,
principalmente, a uma resposta imune celular, essa visdo tem sido alterada nos
altimos anos. A resposta imune humoral ultimamente tem recuperado sua
importancia como um mecanismo significante na protecdo a TB (DUNLAP; BRILES,
1993; GLATMAN-FREEDMAN; CASADEVALL, 1998; GLATMAN-FREEDMAN,
2006). Estudos sugerem que linfocitos B e anticorpos para patégenos intracelulares
podem atuar na protecdo a TB por diversas vias, uma vez que atuam nha
opsonizacao do bacilo ativando o sistema complemento e favorecendo a fagocitose
pelos macrofagos e contribuindo para a acdo citotoxica dos linfécitos, bem como
sinalizacao através dos receptores Fc (FCR) e modulacédo da resposta inflamatoria
do hospedeiro (ACHKAR et al., 2015).

Durante a infeccdo latente, o sistema imunoldgico promove uma intensa
resposta protetora mediada por células visando conter a disseminacao bacilar.
Conforme ocorre a evolucédo para a doenca ativa, a resposta humoral predomina,
uma vez que, Mtb pode ser encontrado no meio extracelular tecidual, favorecendo
um possivel contato com linfécitos B e Ac. Por outro lado, a resposta celular tende a
diminuir (DAVIDOW et al., 2005; CASADEVALL; PIROFSKI, 2006; DEMKOW et al.,
2006).
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As células B podem atuar de varias maneiras durante a resposta imune ao
bacilo e a modulagdo entre as respostas celular e humoral est4d fortemente
associada ao aspecto clinico da doenca (MAGLIONE; CHAN, 2009). Assim, essas
células podem exercer a funcdo de células apresentadoras de Ags e interagindo
com células T, levando a proliferacdo e maturacédo de linfécitos B, troca de classe
por afinidade e o desenvolvimento de células B de memodria e células do plasma
produtoras de Ac. A producgédo de citocinas pelas células B podem modular fungbes
do sistema imunolégico, principalmente de células T e APCs. A producdo de Ac
modula a inflamacé&o e pode atuar tanto na resposta imune inata, como na resposta
celular. A producdo de Ac pode promover ou inibir a ativagdo de células T e APCs
(Figura 6) (CHAN et al., 2014).
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Figura 6 - Os mecanismos pelos quais as células B atuam na resposta imune ao
Mycobacterium tuberculosis. IL: interleucina; TGF: fator de crescimento
transformador; TNF: factor de necrose tumoral; APC: célula apresentadora de

antigeno; Ab: anticorpos: e: antigeno Mtb; Y: IgG; Duplo Y: IgA dimérica; Multiplos
Y: IgM pentamérica; Duplo Y: receptor de células B. Adaptado de Chan et al., 2014.

Durante a forma crénica da TB, onde ocorre a contencédo dos bacilos ainda
existentes nos tecidos pulmonares, células B ativas persistem no sitio de infec¢éo
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promovendo a imunidade do hospedeiro contra as micobacterias ainda existentes
naquele local, o que auxilia na prote¢do a uma reatividade endégena. E fato que as
células B atuam como apresentadoras de Ags e ja foi relatado associacédo entre
células T e B no pulméo de humanos e murinos infectados com Mtb (ULRICHS et
al., 2004; TSAI et al., 2006; MAGLIONE et al., 2007; MAGLIONE; CHAN, 2009).

Todas as fungbes que as células B podem efetuar faz com que essas células
promovam efeito sobre linfocitos T, no entanto que, estudos revelaram a importante
atuacao de linfocitos B na evolucéo da resposta imune, bem como, na regulacao dos
linfécitos T de memadria (MAGLIONE; CHAN, 2009; CHAN et al., 2014). H& relatos
sobre a regulacao indireta das func¢des de células T por células B, processo na qual
outros elementos da resposta celular atuam simultaneamente com Ac que
combatem o Mtbh. Ac atuantes na resposta inata e adaptativa foram observados em
individuos que apresentavam vacinacao com a BCG (ACHKAR et al., 2015).

O conceito de que a estrutura do Ac, sua quantidade expressa e o status
imunoldgico do individuo determinam a eficiéncia da imunoglobulina ja esta bem
definido. Um dos Ac a serem liberados na fase inicial da TB é a imunoglobulina M
(IgM) que tem sua producédo diminuida parcialmente com o progresso da infecgao
(FENG et al., 2014).

A IgA é uma grande promotora da resposta inflamatoria e esta relacionada a
resposta protetora em mucosas, combatendo principalmente bactérias e virus
infectantes do trato respiratorio, gastrointestinal e genitourinario (LEGESSE et al.,
2013). Estudos com modelos murinos infectados com Mtb evidenciaram que IgA
especifica promove diminuicdo da carga bacilar (CHIN et al., 2015), bem como
associacdo da resposta protetora anti micobacteriana e a producédo de IgM, IgG,
IgG1, 1gG3 e IgA (ACHKAR et al.,, 2015). Em um cenario onde ocorre contato do
bacilo com a mucosa respiratéria, a IgA se torna um componente importante, uma
vez que, a forma de contagio da TB € pela via aérea.

Por outro lado, a imunoglobulina G (IgG) especifica tem papel fundamental na
resposta contra o microorganismo. Tem sua produgdo aumentada nas fases mais
tardias da doenca. Estudos envolvendo humanos sugerem as subclasses de IgG
(IgG1, 1gG2, 1IgG3 e IgG4) como possiveis marcadores na deteccédo da TB (MATTOS
et al., 2016). Porém, ndo esta totalmente claro o papel protetor dos Ac na infecgcao
por Mtb, embora sejam amplamente estudados como biomarcadores especificos

para o diagndstico da TB, entre outras doencas infecciosas.
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As alteracdes quanto ao estado fisiologico do hospedeiro infectado com Mtb
ja foram descritas por alguns autores. Essas mudancas conferem ao bacilo adaptar-
se a imunidade do hospedeiro, que conta com a producédo de Acs, onde cada um €&
produzido de forma particular e especifica para os diferentes Ags de Mtb e para
cada estagio da doenca. Assim, é de grande importancia a investigar a resposta
imune humoral e sua possivel utilizacdo no diagnostico da TB (TEITELBAUM et al.,
1998; DAVIDOW et al., 2005; DEMKOW et al., 2006).

1.1.6 Tuberculose Pleural

A tuberculose pleural € a mais frequente manifestacdo de TB extrapulmonar
(LIU et al., 2016), somando 42% desses casos (GOMES et al., 2014). Como efeito
do processo inflamatério de hipersensibilidade tardia decorrente da presenca de Ags
micobacterianos no espaco pleural, ocorre o derrame pleural (figura 7) que pode se
apresentar com sintomatologia aguda de febre, dor toracica, tosse
predominantemente seca e diferentes graus de dispneia, dependendo diretamente
do volume do derrame pleural e de seu tempo de instalacdo. Apds a ruptura de um
pequeno foco caseoso pulmonar na regido sub pleural, os bacilos podem entrar no
espaco pleural por proximidade da lesdo pulmonar, por ruptura do ganglio
mediastinal ou por disseminacdo hematogénica/linfatica, ocasionando uma reacéao
de linfécitos T, com liberacdo de diferentes citocinas, facilitando o acamulo de liquido
no espaco pleural e a formagéo de granulomas. Assim, a ruptura de um granuloma
pulmonar com liberacéo de bacilos préximo a pleura representa o inicio da patologia
da TBpl (GOPI et al., 2007; FANLO; TIBERIO, 2007; GETAHUN et al., 2007,
BETHLEM, 2012).

Os derrames pleurais sao geralmente classificados como transudatos ou
exsudatos, com base no mecanismo de formacao de fluidos e na quimica dos fluidos
pleurais. Os transudatos resultam de um desequilibrio nas pressées oncética e
hidrostatica, enquanto os exsudatos sdo o resultado da inflamacéo da pleura ou da
diminuicdo da drenagem linfatica, como ocorre nos casos da infeccdo por Mtb
(SILVA, MACEDO, 2003) (Figura 7).
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TRANSUDATIVA EFUSAO PLEURAL EXUDATIVA

ACUMULO DE LiQUIDO DENTRO DO ESPACO PEURAL
OCORRE DEVIDO AO AUMENTO DA OCORRE DEVIDO A INFLAMAGAO
PRESSAO HIDROSTATICA OU E AUMENTO DA PERMEABILIDADE
BAIXA PRESSAO OLASMATICA CAPILAR
ONCOLOGICA

PNEUMONIA, CANCER,
1 TUBERCULOSE, VIROSE, DOENCA
ALITOIMIINF

FALHA CONGESTIVA CARDIACA,
HIPOALBUMINEMIANEFROPATIAS ETC

BAIXO TEOR PROTEICO

ALTO TEOR PROTEICO
E DE LDH E DELDH

Figura 7 - Representacdo esquematica da efusdo pleural transudativa e exudativa
causada por diferentes patologias, inclusive por infeccdo por Mycobacterium
tuberculosis (adaptado de Muniz, J. em https://medcomic.com/medcomic/pleural-
effusions-transudate-vs-exudate/)

O derrame pleural tuberculoso predomina em adultos jovens (20-40 anos).
Entretanto, pode comprometer qualquer faixa etéria e, a medida que se evidencia
uma melhora epidemioldogica das taxas de prevaléncia e de incidéncia da
enfermidade, o derrame pleural tende a se exteriorizar nos pacientes mais idosos.
Valdés et al. encontraram 62,2% de pacientes menores que 35 anos com derrame
pleural tuberculoso (VALDES et al., 1995).

Apesar de sua frequéncia, TBpl continua sendo um desafio para o diagndstico
devido a natureza paucibacilar dos espécimes bioldégicos dos pacientes,
necessitando de procedimentos invasivos, que ndo séo isentos de complicacoes,
sao relativamente dispendiosos e demandam tempo (TRAJMAN; PAI; DHEDA, 2008;
LEE et al.,, 2009; LIU et al.,2013; MELDAU et al., 2014). Embora, os testes
microbiolégicos convencionais, como a microscopia e a cultura, sejam considerados
padrao-ouro, na TBpl eles apresentam limitagdes como menos sensiveis € moroso,
respectivamente (GILL et al., 2013). A histopatologia da amostra de biopsia pleural
também € usada algumas vezes para confirmar o diagnéstico de TBpl, no entanto, é
invasivo e ndo consegue diferenciar entre Mtb e micobactérias ndo tuberculosas ou
outras causas de granuloma (HASANEEN et al., 2003).

A ADA é uma denominacdo genérica dada a um grupo de enzimas com
pesos moleculares distintos, mas que possuem uma func¢éo quimica semelhante no
metabolismo das purinas. A ADA cataliza, na presen¢a de agua, a conversao da
adenosina e da desoxiadenosina em inosina e desoxinosina e nesta reacao, libera
amonia (STIEHM et al., 1997). A atividade da ADA esta aumentada em todas as

situacdes em que linfécitos tém maior participacdo, como nas infecgbes causadas
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por microorganismos intracelulares, em doencas inflamatérias e em neoplasias
hematoldgicas. No entanto, foi demonstrado que a atividade da ADA esta
especialmente elevada no derrame pleural tuberculoso (OCANA et al., 1983
STRAKINGA et al., 1987; GAKIS et al., 1994).

Com base na fisiopatologia da TBpl, que representa uma grande reacao
imunolégica em que uma vasta categoria de citocinas e quimiocinas que estdo
fortemente envolvidas, a avaliagdo de biomarcadores no FP configura uma
alternativa atraente para o diagndstico de TBpl (SHIMOKATA et al., 1991; NEMETH,
2009; SUTHERLAND et al., 2012). Até o momento, a ADA no FP é considerada um
marcador utili e de baixo custo para o diagnostico de TBpl, sendo usado
rotineiramente em regides de alta prevaléncia da doenca (GOPI et al., 2007),
embora ndo especifica para a TBpl (LIGHT, 2010). A dosagem de IFN-y também tem
sido utilizada e tem potencial para auxiliar no diagndéstico da TBpl. Entretanto, seus
resultados devem ser interpretados juntamente com os achados clinicos,

microbioldgicos e resultados da biopsia pleural e ADA (GRECO et al., 2003).

1.1.7 Testes Iimunoenzimaticos como ferramenta de diagnéstico para

tuberculose

Na década de 60, os testes imunoenzimaticos obtiveram destaque na
imunohistoquimica. Em 1970, o ensaio de ELISA foi incorporado por grupos de
pesquisa da Universidade de Estocolmo (Suécia) pelos pesquisadores Pedro
Perlmann e Eva Engvall e na Holanda pelos pesquisadores Anton Schuurs e Van
Bauke Weemen. E uma metodologia baseada na deteccdo de anticorpos especificos
com potencial importancia para o diagnostico de diversas doencgas (LEQUIN, 2005).
E um ensaio rapido, simples, de baixo custo, facil operacionalidade e que pode ser
formatado em tipo POC, favorecendo de forma rapida o diagnéstico. Utilizam
espécimes clinicos de facil obtencdo e menos invasivos, como soros, plasma e
outros fluidos corporais. Devido a caracteristica heterogénea da resposta promovida
por Ac, ndo ha ainda um teste comercial reconhecido pela OMS como potencial
diagnoéstico da TB, porém, esta metodologia ja foi bem definida para o diagndstico
de diversas outras doencas (ACHKAR et al., 2011). Outro problema se concentra na

possivel associacdo de divergéncias do reconhecimento antigénico em diversas
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regides do planeta, o que pode estar relacionada ao background genético dos
individuos (LYASHCHENKO et al., 1998, MULINARI, 2016).

Varios pesquisadores tém defendido a utilizacdo do ELISA como um teste
favoravel para o diagndstico da TB. Diversos estudos ja investigaram o uso de Ags
de Mtb em diferentes configuracdes, testados unicamente ou em conjunto, como por
exemplo, antigenos proteicos purificados e recombinantes (CHAN et al., 2000). O
sequenciamento de todo o genoma micobacteriano trouxe novas esperancas de se
obter marcadores acurados com potencial para compor novas metodologias
diagnoésticas e moléculas candidatas ao desenvolvimento de novas vacinas. Dessa
forma, é fundamental que novos Ags sejam identificados, testados, validados e
propostos ao diagndstico em caso de satisfatoria acuracia (MULINARI, 2016).

1.1.8 Antigenos com relevancia para o estudo no diagnéstico da tuberculose

O Ag MPT-64 (Rv1980c) é wuma proteina de 24kDa, secretada
abundantemente durante o crescimento micobacteriano, e expressa pelas cepas
virulentas do complexo Mtb (ANDERSEN et al., 1991; LI et al., 1993; OETTINGER,
ANDERSEN, 1994; BAI et al., 2008). A proteina MPT64 possui 687 pb, sintetiza 228
aminoacidos, é codificada por gene presente na regiao de diferenca RD2, que esta
ausente na maioria das cepas BCG; é imunogénica e capaz de induzir forte
hipersensibilidade do tipo tardia.

A proteina MT10.3 (ES6.9, TB10.3, Rv3019c), com cerca de 10.3 kDa, €
codificada pelo gene EsxR e expressa durante a infeccdo e multiplicacdo do bacilo
(SKJOT et al., 2002; DAVIDOW et al., 2005), induz resposta imune celular por IFN- y
em pacientes com TBpul (TAVARES et al.,, 2006). KAISERMANN et al (2005)
identificaram reatividade de IgA ao MPT-64 e MT-10.3 em pacientes com TBpl, com
sensibilidade de 72% e especificidade de 96%, sugerindo que estes Ags tém
potencial imunodiagndstico na TBpl.

Considerando a heterogeneidade da resposta imune na TB, a utilizacdo de
Ags fusionados em testes diagnosticos se constitui em uma estratégia interessante
para aumentar a acuracia e simplicidade desses testes, embora ainda com
aplicabilidade limitada. A fusdao MT10.3:MPT64 de peso molecular 36 kDa,
construida em nosso laboratério, utilizando as sequéncias génicas Rv3019c

(MT10.3) e Rv1980c (MPT64), mostrou-se promissora no auxilio do diagndstico da
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TBpl, apresentando alta acuracia (ARAUJO et al., 2010), porem 0s espécimes
estudados eram os mesmos do estudo anterior (KAISERMANN et al, 2005), e néo
foi validada em nova coorte.

A fusdo dos Ags ESAT-6:CFP10, demonstrou similar reatividade quando
comparada aos mesmos Ags testados isoladamente (HOFF et al., 2007) e séo os
Ags base para os ensaios de IGRA.

A quimera proteica F2 foi confeccionada em nosso laboratorio, e é constituida
de um fragmento de 348 nucleotideos do gene Rv1980c (MPT64) inserido no meio
da sequéncia do Ag MT-10.3 (MT10.3 (1m-40s): MPT64M911-2058): MT10.3(415.96)), COM
peso molecular 24,7 kDa, forneceu resultados promissores por ELISA na deteccgao
de IgA, discriminando os grupos TBpul e controle (SARDELLA, 2015).

Pouco se sabe sobre os antigenos codificados pela RD11, dentre os quais, a
proteina PPE59 de 19,8 kDa, codificada pelo gene rv3429. As PE (Pro-Glu) e PPE
(Pro-Pro-Glu) sdo duas familias de genes responsaveis por cerca de 10% do
genoma de Mtb, com 99 e 69 membros, respectivamente (COLE et al., 1998b). A
familia PE e PPE tém um N-terminal conservado, com cerca de 110 e 180 residuos
de aminoacidos e um terminal C que varia de forma significativa em sequéncias e
tamanhos (BOTTAI; BROSCH, 2009; DENG; XIE, 2012). Genes PE/PPE tém sido
fortemente associados a varios aspectos das interacdes patégeno-hospedeiro, como
a variabilidade antigénica, viruléncia e persisténcia do bacilo (COLE et al., 1998b,
KARBOUL et al, 2008). A variacdo antigénica foi associada a capacidade de certos
agentes patogénicos microbianos de se evadir do sistema imune. (MEYER; GIBBS;
HAAS, 1990; GILSDORF, 1998). Até o presente momento, ndo se sabe a real
funcdo da PPE59 no metabolismo ou seu papel na evolucao clinica da infec¢éo por
Mtb, mas sabe-se que é capaz de induzir resposta mediada por células, por IFN-y e
interleucina-10, bem como imunodominancia de IgA em soro de pacientes com
TBpul (AL-ATTIYAH; MUSTAFA, 2008; CHEN et al., 2009; MULINARI, 2016).
Reatividade mais elevada de IgA-PPES59 e menor de IgG em pacientes com TBpul
foram demonstradas (MULINARI, 2016).

O Ag 38 kDa (phoS, phoS1, Rv0934 ou PstS-1 e Ag 5) € uma lipoproteina
secretada por Mtb, atuando também como receptor de transporte de fosfato na
superficie celular. E secretado ativamente por micobactérias em meio com déficit de
fosfato (HARBOE; WIKER, 1992). Recentemente foi caracterizada como uma
adesina da parede celular de Mtb ligando-se especificamente a receptores de

manose do macréfago, promovendo a fagocitose (ESPARZA et al., 2015). E
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altamente imunogénica, pois, contém epitopos especificos de Mtb e € antigénica
para células T humanas. Abebe et al. (2017) descreve producdo discriminatéria de
IFN-y na TBpul x LTBI e este x individuos expostos ao Mtb, em ensaios de células
do sangue periférico estimuladas com este antigeno. Estudos demonstraram que o
38 kDa combinado ao Ag CFP-10 induziu, significativa, diferencial resposta de INF-y
em TB e controle, com teste cutaneo tuberculinico (PPD)+ x PPD- (TAVARES et al.,
2007). A construgédo da proteina de fusdo PstS-1(2g5.374:CFP10 foi realizada por
Araujo et al. (2014) e consiste na sequéncia de 267 pb da extremidade terminal
(285-374) do gene Rv0934 (n° de acesso GenBank CCP43682.1) e a sequéncia
completa do gene Rv3874 (n° de acesso GenBank CCP46703.1), que codifica o
antigeno CFP10 com 300 pb e demonstrou potencial na identificacdo de LTBI
(ARAUJO et al., 2014).

1.1.9 Métodos diagndsticos

A deteccdo precoce do individuo doente e seu rapido e completo tratamento
sdo medidas eficientes que devem ser implementadas no sistema publico de saude
para o controle da TB (GARG et al., 2003; SCATENA et al., 2009).

O diagnéstico da TB € basicamente realizado pelos aspectos clinicos
apresentados pelo individuo infectado, mas este diagnéstico é complexo, uma vez
gue, a sintomatologia da doenca € comum a outras enfermidades e a eficacia do
diagndstico radiolégico se concentra nos quadros avancados da doenca.
Aproximadamente 26,7% dos pacientes adultos no Brasil sdo tratados sem
confirmacédo laboratorial, com base apenas no quadro clinico-radiologico (HIJJAR;
CAMPOS; FEITOSA, 2005; CONDE et al., 2000; NAHID et al., 2006). Tanto a
radiografia de torax (R-X) como a tomografia de térax (TC) sdo métodos utilizados
para o diagndéstico por imagem. Geralmente, a primeira avaliacdo de TB, bem como
seu devido acompanhamento nos casos pulmonares € realizada pelo R-X,
entretanto, casos sugestivos devem ser confirmados pelos métodos laboratoriais
(SILVA Jr, 2004). A TC, por ser um método mais oneroso e restrito a unidades de
salude mais equipadas, sO € utilizada em casos particulares, como na TB
extrapulmonar e TB miliar (BOMBARDA et al., 2001; CAPONE, 2006).

Ainda hoje, os métodos laboratoriais mais utilizados sdo os microbiolégicos. A

baciloscopia € simples, rapida, e pouco onerosa, porém apresenta menor
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sensibilidade (60-70%) e especificidade em relacdo a cultura, bem como baixa
sensibilidade nos casos paucibacilares (£50%). A técnica de Ziehl-Neelsen identifica
bacilos &lcool &cidos resistentes (BAAR), mas ndo é capaz de diferenciar Mtb de
outras micobactérias e outros microrganismos como Nocardia, 0 que confere a esse
teste menor sensibilidade (GARG et al., 2003; KALRA et al., 2010; TERAN; WAARD,
2015).

A cultura para Mtb € um método mais complexo e sensivel (80 %), porém
laborioso e moroso (YEAGER et al., 1967). E definido como o padrio-ouro para o
diagnéstico da TB, por permitir o isolamento do bacilo e realizacdo de teste de
susceptibilidade as drogas utilizadas no tratamento, confirmando o diagnéstico. O
meio de cultura solido a base de ovo Lowenstein Jensen (LJ) é comumente
empregado nesse método, embora hajam outros meios soélidos comercialmente
acessiveis, como Middlebrook 7H10 e o 7H11. O grande problema da cultura € o
longo tempo para a aquisicao dos resultados, variando de 4 a 8 semanas. Embora
apresentem maior taxa de contaminacao, existem meios liquidos como Middlebrook
7H9 e 7H12 que diminuem esse tempo para até 14 dias, o que fez a OMS
recomendar a utilizacdo dos dois tipos de meios em conjunto, solido e liquido, para o
isolamento de Mtb (CASTELO FILHO et al., 2004; TERAN; WAARD, 2015).

Desde o fim do século XIX quando foi desenvolvido por Robert Koch como
“old tuberculin”, o teste cutaneo a tuberculina (TCT) ou teste do PPD ou teste de
Mantoux é utilizado para detectar infeccdo por Mtb. O PPD é uma mistura de
antigenos que sdo compartilhados por diversas micobactérias (SHINGADIA;
NOVELLI, 2008; YANG et al., 2012). O principio do teste se baseia na técnica de
Mantoux, na qual é realizado uma inoculacdo intradérmica de 2 unidades da
tuberculina PPD RT23 (0,1 mL) na parte anterior do antebraco. O resultado é obtido
apos 48-72h por mensuracao do diametro da induragcao, que é formado no local do
antebraco onde foi inoculado. A reacdo ao PPD se da por resposta de sensibilidade
tardia por linfocitos T de memoria e identifica uma exposicdo anterior ao bacilo.
Entretanto, € um teste que ndo € capaz de diferenciar individuos infectados de TB
ativa, devido a reacao cruzada com outras micobactérias, o que leva a uma reducao
da especificidade do teste. O teste pode apresentar resultado falso-positivo em
pessoas vacinadas recentemente com a BCG (ou vacinados trés anos anteriores a
realizacdo do teste) ou infectadas com micobactérias atipicas. Pode apresentar
ainda resultado falso-negativo em pessoas malnutridas, com coinfeccao HIV/TB,

com dermatoses, sarcoidose, que se encontram em tratamento com corticoides,
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doencas linfoides, doenca renal crbnica, febre tifoide, mulheres gravidas, criancas
com menos de 2 anos de vida e pessoas com idade avancada (HIJJAR; CAMPOS;
FEITOSA, 2005; TRABULSI; ALTERTHUM, 2008; ARIAS GUILLEN, 2011).

Novas ferramentas baseadas na resposta imune humoral e celular utilizando
Ag recombinantes proteicos purificados espécie-especificos de Mtb, tais como os
testes sorolégicos com os antigenos 38kDa, MPT-64 e Ag85, entre outros, e 0s
baseados na liberacao de interferon-gama por células T (“interferon gamma release
assays’, IGRA), estimuladas com os antigenos ESAT-6:CFP10 (VAN PINXTEREN et
al., 2000; DOHERTY et al., 2002; TAVARES et al., 2007) e, mais recentemente, 0
PstS(ogs5-374)CFP10 (ARAUJO et al., 2014), sdo alternativas atraentes para o
diagnoéstico da TB. Vérios testes soroldgicos tém sido descritos na uUltima década,
porém poucos tém sido submetidos a um cuidadoso sistema de avaliacdo quanto o
seu potencial em diferentes populacdes de area endémica (PERKINS; KRITSKI,
2002; CHO, 2007). Ja os IGRAs, séo utilizados na deteccédo de infec¢do recente por
Mtb em populacdo de risco, inclusive identificando LTBI. Estédo disponibilizados no
mercado em duas versdes: QuantiFERON-TB-Gold In Tube (Cellestis, Victoria,
Australia) e T-SPOT.TB (Oxford Immunotec ®, Oxford, United Kingdom)
(AMICOSANTE et al., 2010; ARIAS GUILLEN, 2011) ambos utilizando como
principais antigenos o ESAT-6:CFP10. Esses antigenos estdo ausentes nas cepas
BCG, mas presentes em algumas espécies micobacterianas, M. kansasii,
Mycobacterium marinum (causam doenga em pessoas imunocompetente), e
Mycobacterium szulgai (BELKNAP; DALEY, 2014).

O papel dos IGRAs adaptados ao FP para o diagnéstico de TBpl ainda néao foi
completamente avaliado. Varios estudos abordando essa linha de pesquisa foram
publicados usando um ensaio enzyme-linked immunospot (ELISPOT) T-SPOT.TB
(T-SPOT.TB, Oxford Immunotec Limited, Reino Unido) ou 0 ensaio imunoenzimatico
(ELISA) QuantiFERON-TB Gold In-Tube (QFT-GIT; Cellestis Limited, Austrélia),
ambos s&o aprovados pela Organizacdo Mundial de Saude para ser usado apenas
para o diagnéstico da TB latente (WHO, 2018), entretanto, existem resultados
conflitantes (LEE et al., 2009; LOSI et al., 2007; DHEDA et al., 2009; AGGARWAL et
al., 2015; LI et al., 2015a; PANG et al., 2015; SANTOS et al., 2018). Embora seja
encontrado uma extensa literatura (SHIMOKATA et al., 1991; NEMETH et al., 2009;
OKAMOTO et al., 2005; EL FENNIRI et al.,, 2011), em relacdo a avaliacdo de
biomarcadores de TB em FP, ja foi demonstrado que linfécitos em derrame pleural

por TB apresenta uma expressao aumentada de IFN-y e isso induz quimiocinas,
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como o IP-10 (OKAMOTO et al., 2005; EL FENNIRI et al., 2011; KABEER et al.,
2012). Sugere-se que a aplicacdo de IGRA poderia ser promissora e mostrar valor
adjuvante significativo no diagnéstico de pacientes paucibacilares.

Estdo disponiveis comercialmente métodos de cultura automatizados que
utilizam meios liquidos para detectar Mtb por marcadores de fluorescéncia, tais
como, o MGIT (BD Diagnostic Systems, USA), SeptiChek AFB (BD, USA) e MB
Redox (Biotest Diagnostis, USA); sistema semi-automatizado (BACTEC 460TB) e
sistema totalmente automatizado (BACTEC 9000 MB e BACTEC MGIT 960) (BD,
USA), ESP Culture System Il (Trek Diagnostics, USA) e MB/BacT ALERT 3D System
(BioMérieux, NC), apresentando maior sensibilidade em relacdo aos meios solidos
(CASTELO FILHO et al., 2004; TERAN; WAARD, 2015; CUDAHY; SHENOI, 2016).

Recentemente, 0 ensaio automatizado baseado na amplificacdo de &acido
nucleico, GeneXpert MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, CA), foi introduzido na
identificacdo simultanea de Mtb e de resisténcia a rifampicina, associada a mutacéo
no gene rpoB, diretamente do espécime clinico. Este método é rapido, mas ainda
oneroso e pode fornecer resultado de falsa resisténcia a droga (VAN RIE et al.,
2012). Atualmente foi aprovado para o diagnéstico da TB pulmonar e resistencia a
rifampicina, inclusive para pacientes TB/HIV. A nova versao do teste molecular
rapido, Xpert MTB/RIF Ultra (Ultra), € descrito como mais sensivel, particularmente
para casos com espécimes clinicos BAAR-/cultura+, espécimes extramulmonares,
principalmente liqguor e amostras de criancas (WHO, 2018)

O pulmé&o é porta de entrada para Mtb, pois esse 6rgdo é o mais acometido,
entretanto, a manifestacdo extrapulmonar da doenca também compde um
importante problema de saude publica, afetando principalmente os linfonodos e a
pleura (PORCEL, 2009; BETHLEM, 2012). A TB extrapulmonar constituiu 15% do
total de 6,3 milhdes de novos casos de TB notificados a OMS em 2016 (WHO,
2017), podendo atingir porcentagens maiores principalmente em populacdes com
imunodeficiéncia acentuada, como, por exemplo, na coinfec¢do tuberculose/HIV
(SHARMA; MOHAN, 2004; FANLO; TIBERIO, 2007).

1.2 Justificativa

A grave situacdo da TB no mundo se reflete nas altas taxas anuais de
mortalidade. O controle da TB depende do diagndstico rapido e do tratamento

imediato do paciente. Entre as formas extrapulmonares, a TBpl é a mais frequente,
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porém seu diagnostico ainda é restrito, baseando-se em suspeita clinica inicial e
contando com testes diagndstico com baixa precisdo e acuracia. Esses fatos
retardam o diagnostico da doenca, e o manejo do paciente (CHAN et al., 2000; WHO
2018). O uso de adenosina desaminase (ADA) pode contribuir para um diagndstico
mais eficiente e diferencial da TBpl, embora apresente limitacdes. Assim,
investigacBes sobre novos marcadores e biomarcadores para auxiliar no diagnéstico
rapido da TB sdo necesséarias. Embora ainda ndo seja recomendada pela OMS, os
testes de ELISA para o diagnostico da TB vém recuperando seu espaco nos ultimos
anos e estudos ja mostraram um papel importante da resposta imune humoral na
TB, destacando a relevancia das diferentes classes de imunoglobulinas atuantes na
resposta imune humoral.

A resposta de IgG se apresenta significativa a antigenos micobacteriano
como ESAT-6 e CFP-10. IgA em resposta ao antigeno 16kDa protegeu
camundongos apds exposicdo ao Mtb, diminuindo o ndamero de bactérias,
demonstrando também papel importante na imunoprofilaxia de TB (ALVAREZ et al.,
2013). Esses achados apontam que os anticorpos séo parte fundamental do sistema
imune e podem ser usados no melhoramento de vacinas, tratamento, prevencao de
diagndstico da TB.

Mulinari (2016) mostrou que a reatividade de IgA-PPES9 foi maior que IgG em
soro de pacientes com TBpul. Considerando que a reatividade combinada dos
resultados obtidos com os antigenos MPT64 e MT10.3, em testes imunienzimatico
na deteccdo de IgA de LP de pacientes TBpl, mostraram um aumento da
sensibilidade, quando comparados com os resultados dos Ags individualmente
(ARAUJO et al., 2010), o diagnostico da TBpl tem potencial para ser auxiliado por
teste simples baseado no ELISA. Portanto se justifica a avaliacdo de novos
candidatos a marcadores nesta patologia. A proteina fusionada MT10.3:MPT-64 foi
sensivel e especifica, porém nunca foi validada em nova coorte de TBpl. Ja a
guimera proteica F2, bem como a proteina PPE59, embora reativa na TB pulmonar
nunca foram avaliadas na TBpl. Para nenhum dos antigenos aqui propostos foi
realizada avaliacdo na deteccao de biomarcadores por Ac em soro e liquido pleural.
Sendo o soro de mais facil obtencédo e menos invasiva seria uma alternativa para o
diagnéstico da TBpl desde que mostrasse adequada acuracia.

Até o momento, embora diferentes kits baseados na resposta imune estejam
disponiveis no mercado, nenhum €& capaz de diagnosticar precisamente a TB em

diferentes areas endémicas. Sabe-se que a o controle da TB depende de uma
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resposta imune celular, com producédo de citocinas, principalmente de perfil Thl.
Araujo et al. (2014) demonstrou que a fusdo PstS1(»gs.374:CFP10 apresentou
potencial similar ao ESA6:CFP10 na decte¢do da TBpul e LTBI, contudo, ndo ha
informacdes na literatura quanto ao potencial dessa fusdo no diagndstico alternativo
da TBpl, bem como, sobre a avaliacdo de diferentes citocinas na busca de
biomarcadores para essa doenca. Assim, se justifica avaliar a resposta imune celular
por diferentes citocinas produzidas por células mononucleadas do FP (PFMC) e do
sangue periferico (PBMC) estimuladas in vitro com PstS1(gs.374/CFP-10 e

ESAT6:CFP-10, em pacientes com TBpl e controles.
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2 HIPOTESE

Pacientes adultos com tuberculose pleural e pacientes com outras pleurisias
nao tuberculosas apresentam diferentes reatividades em distintos testes baseados
na resposta imune celular e humoral, pela producéo, in vitro, de citocinas e de
anticorpos contra diversos antigenos recombinantes de Mtb, em espécimes clinicos

distintos, revelando potencial diagndstico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o reconhecimento de antigenos especificos de Mycobacterium
tuberculosis (MT10.3, MPT64, PPE59, fusdo MPT10:MPT64, e nova quimera
proteica F2, e ESAT6:CFP-10 e PstS1gs5.374/CFP-10) em pacientes com TBpl, pela
detecgdo de imunoglobulinas e producéo de citocinas “in vitro” em testes baseados,
respectivamente, na resposta imune humoral e celular, investigando possiveis

biomarcadores com potencial uso para auxiliar no diagnéstico.

3.2 Objetivos Especificos

- Comparar a imunoreatividade de IgG e IgA em FP e soro de TBpl;

- Validar a proteina de fusdo MT10.3:MPT64 para o diagnéstico da TBpl na
deteccgéo de IgA.

- Estimar o padrdo de reatividade de Ac por técnica dot-ELISA para 0s
antigenos que se mostraram promissores no teste de ELISA convencional.

- Estimar a produgédo de IFN-y e outras citocinas produzidas, in vitro, por
PFMC e PBMC estimuladas com os Ags ESAT6:CFP-10 e PstS1,gs.374/CFP-10.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Deseho do Estudo

Estudo observacional, transversal para avaliacdo da deteccdo de
imunoglobulinas e producédo de citocinas “in vitro” em testes baseados na resposta
imune humoral e celular, a diferentes antigenos micobacterianos, em fluidos
corporais de pacientes com derrame pleural, atendidos na demanda espontanea do
Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro - UERJ). Os experimentos imunoldgicos foram conduzidos no Laboratério de
Microbiologia Celular (LAMICEL), Instituto Oswaldo Cruz (IOC), Fundagdao Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, RJ. Todos os procedimentos seguiram as hormas
internacionais de biosseguranca. Este estudo foi realizado em colaboracdo com a
Dra. Luciana S. Rodrigues, professora adjunta (Patologia Geral) e coordenadora do
Laboratdrio de Imunopatologia (LIP), Faculdade de Ciéncias Médicas — UERJ, RJ.

O HUPE oferece 525 leitos e mais de 60 especialidades e subespecialidades.
Esta localizado no bairro Vila Isabel, Rio de Janeiro, é considerado um dos maiores
complexos docentes-assistenciais na area da saude, é referéncia numa série de
especialidades e importante nucleo nacional de formagéo de profissionais na area
médica. Oferece atendimentos ambulatoriais de referéncia em diversas areas da
saude, mantém programas permanentes de atualizacdo e modernizacdo através de
recursos captados com projetos desenvolvidos por seus profissionais (HUPE, 2016).

No periodo de mar¢o de 2015 a marco de 2017 os pacientes internados para
investigacdo de derrame pleural foram submetidos a coleta de sangue,
toracocentese e bidpsias da pleura parietal. Os espécimes clinicos FP e soro dos
pacientes em investigacédo para TBpl e outras pleurisias n&do tuberculosas no HUPE
foram aliquotados, estocados a -70°C e posteriormente encaminhados ao LAMICEL
onde foram estocados até a utilizacdo para analise de imunoreatividade por IgG e
IgA pela técnica de ELISA “in house”, para diferentes Ags recombinantes
micobcterianos, MT10.3, MPT64, PPES9, a fusdo MPT64:MT10, e nova quimera
proteica F2. Foram também utilizados para na técnica de Dot-ELISA para IgG- e IgA-
MPT64:MT10 e a quimera F2.

No periodo de Agosto de 2017 até novembro de 2018, pacientes
apresentando derrame pleural sob investigacdo foram submetidos a coleta de
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sangue total e FP, cujas PBMC e PFMC foram processadas imediatamente apds a
coleta e utilizadas em ensaios de estimulacao, in vitro, com Ags recombinantes de
Mtb, ESAT-6:CFP-10, PstS12g5.374/CFP10 e PPE59. Os sobrenadantes das culturas
foram estocados para posterior dosagem de citocinas por Citometria de Fluxo.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Hospital Universitario Pedro
Ernesto — UERJ, sob o numero CAAE: 45780115.6.0000.5259, Numero do Parecer:
1.100.772.

4.2 Populacao estudada e selecdo dos pacientes

O critério de incluséo foi a presenca de derrame pleural com indicacao clinica
de toracocentese.

Foram inclusas amostras de soro e FP de 75 pacientes com derrame pleural e
atendidos no Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE), entretanto, foram
utilizadas nos ensaios imunoenzimaticos amostras de 68 pacientes, uma vez que, 7
pacientes foram excluidos por ndo possuirem diagnostico confirmado, assim, nao

podendo ser incluidos em nenhum grupo do estudo.

Pacientes TB pleural (TBpl): 29 adultos (218 anos) com diagndstico para

tuberculose pleural baseado na presenca de manifestacBes clinicas infecciosas
acompanhadas de positividade para ADA (>40 U/L) e/ou positividade para BAAR,
visualizados por microscopia 6tica dos bacilos corados pela técnica de Zielh Nielsen,
e/ou cultura positiva de Mtb em FP ou biopsia de fragmento pleural; e/ou por
identificagdo de granuloma com ou sem necrose caseosa no exame histopatolégico
das amostras de fragmentos pleurais; e/ou investigacbes citopatoldgicas de FP
indicando exsudato linfocitario sem malignidade; e/ou nos casos em gue todos 0s
procedimentos realizados foram inconclusivos, diagnostico foi baseado em achados
clinicos, como febre vespertina e sudorese noturna por pelo menos trés semanas,
associado a um derrame pleural exsudativo, com predominio linfocitario com biopsia
pleural e que respondem satisfatoriamente as drogas especificas ao tratamento de
TB.

Qutras pleurisias ndo tuberculose (OPL): 39 adultos (=218 anos) com diagndstico

de OPL, baseado na presenca de quadro clinico infeccioso, porém com

bacterioscopia para BAAR e cultura negativas e exames histopatoldgico da pleura e
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citopatolégico do FP compativeis com outras pleurisias ndo tuberculosa: neoplasia,
insuficiéncia cardiaca ou renal, empiema, quilotérax, hepatopatias e doencas
autoimunes como lupus.

Em todos os grupos foram aplicados os seguintes critérios de excluséo:
mulheres gravidas e/ou ndo apresentarem diagndéstico confirmado.

As informacgdes clinicas, laboratoriais e demogréficas foram coletadas de um
banco de dados constantemente atualizado dos pacientes a partir de registros
meédicos. A maioria dos pacientes apresentou informacdes sobre as vacinacbes com
BCG (62/68). As amostras de FP foram submetidas ao teste ADA com base no
método de Giusti (GIUSTI; GALANTI, 1984), no laboratério Hermes Pardini, um
centro de referéncia em medicina diagnéstica de servicos terceirizados. O estado da
infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) foi determinado usando um
meétodo colorimétrico imuno-histoquimico (Cobas®, Roche Molecular Systems Inc,
CA, EUA). O tecido pleural extraido por bidpsia e amostras de FP foi submetido a
coloracdo para BAAR e a cultura em meio sélido de Lowenstein-Jensen (LJ), de
acordo com métodos laboratoriais de rotina. Fragmentos de biépsia pleural foram
retirados para exames histopatologicos, e FP para investigacdes citopatoldgicas.

A doacao da amostra foi obtida somente apds o consentimento informado por
escrito de todos os participantes. Dados clinicos, laboratoriais e demograficos foram
obtidos de prontuarios médicos. Todos os exames de rotina diagndstica foram

realizados no HUPE.

4.3 Antigenos e estimulos utilizados nos ensaios imunolégicos

O antigeno recombinante fusionado PstS1gs.374)CFP10 foi construido em
nosso laboratério (ARAUJO et al.,, 2014), bem como os Ags MPT10.34:MPT64
(ARAUJO et al., 2010), PPE59 (MULINARI, 2016) e o F2 (SARDELLA, 2015). O
antigeno fusionado ESAT-6:CFP-10 foi doado por Dr. Tom Ottenhoff da Leids
Universitair Medisch Centrum (Leiden, The Netherlands). Os Ags MT10.3 e MPT64
foram doados por Dr Marhavir Singh, LIONEX Diagnostics & Therapeutics GmbH
(Braunschweig, Germany). O mitdgeno concanavalina A (Con-A, Sigma-Aldrich,
USA) foi utilizado como controle positivo da resposta imune e viabilidade celular na
concentracéo previamente padronizada de 5ug/mL (TAVARES et al., 2007).
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4.4 Coletado espécime clinico

Os pacientes foram indicados para a realizacdo de toracocentese e bidpsia
pleural ao Ambulatério de doencas pleurais do Servico de Pneumologia e Tisiologia
HUPE/UERJ, por demanda espontanea ou encaminhados pelo Sistema de
Regulacdo de Vagas (SISREG). A toracocentese € um um procedimento cirdrgico
realizado por um médico pneumologista treinado que visa a coleta de amostras de
FP que sdo encaminhadas para investigacdo clinico-laboratorial. Geralmente é um
procedimento onde se tem o monitoramento dos sinais vitais do paciente, sendo o
médico orientado por ultrassonografia de tdérax, que serve como guia para
procedimentos invasivos, em tempo real a beira do leito. Nos casos de possibilidade
ou indefinicdo diagndstica, é decidido pelo médico realizar também a biopsia pleural
com agulha de Cope, a fim de coletar fragmentos da pleura para diagndéstico
histopatolégico. Apds a equipe médica fornecer as informacgdes sobre o estudo em
andamento e oferecer participagdo, caso 0 paciente aceite e assine o TCLE, sao
coletadas as informacdes sociodemograficas, clinicas e laboratérias por meio de
questionario padronizado, bem como as amostras clinicas. Para o diagndstico
laboratorial, os médicos solicitam exames bioquimicos e laboratorias do FP, que séo
realizados no laboratério do HUPE. FP dos pacientes foram coletados por
toracocentese e processados dentro de uma e no maximo 3 horas apos a coleta. Na
toracocentese foram coletados 50 mL de FP em um tubo de polipropileno sem
aditivos. Além disso, sdo coletados 10 mL de sangue venoso em tubos vacutainer
para soro (BD), bem como em tubos vacutainer com heparina (BD) para a obtencao
das células do sangue periférico. As amostras foram processadas imediatamente. O
sangue obtido é centrifugado a 931 g, 25°C, freio baixo por 10 min. Posteriormente,
0 soro € aliquotado em microtubos e/ou tubos criogénicos para serem armazenados
a -70°C. Parte do sangue é destinado ao estudo celular, para obtencdo de PBMC. O
FP coletado € homogeneizado vagarosamente por inversado e destinado a obtencéo
de células. Parte do LP é centrifugado a a 931 g, 4°C, freio baixo por 10 min.
Posteriormente o FP é aliquotado e armazenado a -70°C. Um volume de 250 pl de
soro ou FP foram encaminhados ao LAMCEL/ FIOCRUZ, onde foram estocados a -
70°C até o uso.
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4.5 Andlise da imunoreatividade das proteinas fusionadas de Mtb por ensaio

imunoenzimatico (ELISA) “in house”

4.5.1. Padronizagédo e otimizagcdo dos testes MT10:MPT64 IgA e IgG em

soro e FP

Foram utilizadas microplacas para ELISA Nunc, flat Botton immunoplate C96
Maxisorp (Thomas Sci, USA). Nos respectivos pocgos das placas foram adicionados
50uL do antigeno fusionado nas concentragbes de 0,05, 0,5 1,0 e 1,5 ug/mL diluido
em tampdo carbonato-bicarbonato pH=9,6 (Na,CO3; 15mM, NaHCO3; 15mM). As
placas foram incubadas em camara Uumida por 2 horas a 37°C. Para a etapa de
lavagem das placas, foram utilizados dois tampdes, visando obter melhor
desempenho no teste:

A) Trés lavagens com 200uL de tampéao fosfato-salino com 0,01% tween
(PBSt 0,01%) pH = 7,4 (NazHPO4 90mM; NaH,PO, 18,98mM; NaCl 9,92mM; 0,01%
Tween 20) (tampéo usual no ELISA);

B) Trés lavagens com o tampéao usual do ELISA (descrito no item A) contendo
maior concentracdo de Tween 20, PBST 0,1% ao invés de 0,01 % (ARAUJO et al.,
2010).

Em seguida, as placas foram bloqueadas com 100 pL da solucéo de blogueio
PBSt-BSA 5% (albumina sérica bovina, BSA, Fraction V), e incubadas a 37°C por 2
horas. Apos lavagem descrita anteriormente, foram adicionados 50uL do pool de
soros e FPs pareados nos respectivos pocos nas diluicbes de 1:50, 1:100, 1:200,
1:400 e 1:800 para FP e 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320, 1:640 para soro, feitas com
dois diferentes tampdes:

C) PBST 0,01-BSA 1% (tampéo usual no ELISA, descrito no item A);

D) PBST 0,1% adicionado de 0,3M NacCl (Araujo et al., 2010).

As placas foram incubadas a 37°C por 1 hora. Apos nova lavagem descrita
anteriormente, foram adicionados 50uL do anticorpo anti-humano IgA conjugado a
enzima peroxidase (PIERCE, Rockford, USA), diluidos a 1:2.500 e 1:5.000 ou 50uL
do anticorpo anti-humano IgG conjugado a enzima peroxidase (PIERCE, Rockford,
USA), diluido a 1:10.000, 1:15.000, 1:20.000 e 1:25.000, nos tampdes C ou D,
respectivamente. Posteriormente, as placas foram novamente incubadas por 1 hora
a 37°C. Foram adicionados 50uL da solugédo de substrato (solu¢do TMB [3,3’, 5,5'-
tetramethylbenzidine], Pierce, Rockford, IL USA), e realizado nova incubacgao por 20
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minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A reacédo foi parada com 50uL
de &cido sulfarico 2,5M (H,SO,4). As placas foram lidas numa absorbancia de 450nm
no leitor de placas ELx800 Absorbance Microplate Reader (Biotek, Vermont, USA).
Todos os testes foram realizados em duplicatas e, em todas as placas foram
adicionados pools positivos e negativos em quatro diluicbes para servir como
controle das placas nos testes realizados no mesmo dia ou em dias distintos. Os
melhores parametros adotados foram baseados na maior diferenca de reatividade
entre os pontos de pools de amostras de pacientes com TB e aqueles com
diagnostico negativo para TB e na melhor linearidade das curvas resultante da

padronizacao.

4.5.2. Padronizacdo dos testes com os Ags F2, PPE59-IgA e F2, PPES9,
MT10.3 e MPT-64 IgG, em FP

Foram utilizadas microplacas para ELISA Nunc, flat botton immunoplate C96
Maxisorp (Thomas Sci, USA) de acordo com Araujo et al (2010) com pequenas
modificacdes. Os seguintes Ags foram avaliados: antigenos PPE59, MT10.3 e MPT-
64 e a quimera proteica F2. Os tampdes de lavagens e diluicdo, respectivamente,
tiveram a seguinte composicao: tampéao fosfato-salino com 0,01% tween (PBSt
0,01%) pH = 7,4 (Na;HPO,4 90mM; NaH,PO,4 18,98mM; NaCl 9,92mM; 0,01% Tween
20) e PBST 0,01-BSA 1%. Os melhores paradmetros adotados foram baseados na
maior diferenca de reatividade entre os pontos de pools de amostras de pacientes
com TB e agueles com diagnostico negativo para TB e na melhor linearidade das

curvas resultante da padronizagao.

4.5.3. Parametrizagcdo dos testes F2, PPE59, MT10.3 e MPT-64 IgA e IgG
em soro e MT10:MPT64, MT10.3 e MPT64 IgA em FP

Os tamp0des de lavagem e diluicdo das amostras e Ac para os testes a seguir
foram aqueles comumente utilizados no ELISA “in house”, ou seja, tiveram sempre a
seguinte composicao, respectivamente: tampao fosfato-salino com 0,01% tween
(PBSt 0,01%) pH = 7,4 (Na2HPO4 90mM; NaH2PO4 18,98mM:; NaCl 9,92mM:;
0,01% Tween 20) e PBSt 0,01-BSA 1%. Os parametros de diluicdo das amostras,

Ags e Acs adotados podem ser observados na Tabela 1 (pagina 42).
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Tabela 1 - Padronizagdo e parametrizacdo das concentracdes de antigenos,
amostras e diluicdes do anticorpo conjugado para deteccéo de IgA e IgG por ELISA
em amostras de fluido pleural (FP) e soro de pacientes com tuberculose pleural
(PLTB) e outras pleurites ndo TB (OPL).

IgA IgG Padronizacéo
PPE59 (ug.mL™) 0,5 1,0
Soro (diluicao) 1:50 e 1:100 1:50 e 1:100 Mulinari, 2016
Anticorpo Secundario 1:2.500 1:10.000
PPE59 (ug.mL™) 1,0
FP (diluicao) 1:100 X Presente estudo
Anticorpo Secundario 1:5.000
F2 (ug.mL™) 0,5 15
Soro (diluicéo) 1:25a1:200 | 1:200 a 1:1600 Sardella et al., 2014
Anticorpo Secundario 1:5.000 1:20.000
F2 (ug.mL™) 1,5
FP (diluicao) 1:50 X Presente estudo
Anticorpo Secundario 1:5.000
MT10.3:MPT64 (ug.mL™) 0,05 1,0
Soro (dilui¢éo) 1:50 1:50 Presente estudo
Anticorpo Secundario . 1:2.500 1:10.000
MT10.3:MPT64 (ug.mL™) 0,5 1,0 . )
FP (diluicio) 1:50 a 1:800 1:200 A;argjszﬁttea;i%loo(l(lgé),
Anticorpo Secundario 1:5.000 1:10.000 9
MT10.3 (ug.mL™) 1,0 1,0
Soro (diluicdo) 1:50 a 1:400 1:400 Silva et al. 2008
Anticorpo Secundario 1:1.500 1:2.000
MT10.3 (ug.mL™) 1,0
FP (diluicao) 1:100 X Kaisermann et al., 2005
Anticorpo Secundario 1:5.000
MPT64 (ug.mL™) 0,5 1,0
Soro (diluicdo) 1:50 a 1:400 1:400 Silva et al. 2008
Anticorpo Secundario 1:2.500 1.2.000
MPT64 (ug.mL™) 1,0
FP (diluicdo) 1:100 X Kaisermann et al., 2005
Anticorpo Secundario 1:5.000

X: representa parametros de padronizacdo e parametriza¢do ndo possiveis para ELISA

4.6 ELISA “in house” na deteccéao de IgG e IgA em soro e fluido pleural

Foram utilizadas placas para ELISA Nunc, flat botton imunoplate C96
Maxisorp (Thomas Sci USA) para os ensaios realizados no FP e no soro. Nos
respectivos poc¢os da placa foram adicionados 50 pL dos Ags diluidos em tampé&o
carbonato-bicarbonato (TCB) ph=9.6 (Na,CO3; 15mM, NaHCOj3; 15 mM), nas
concentracbes previamente determinadas para os diferentes antigenos. Apos
incubacgéo a 37°C por duas horas, as placas séo lavadas 3 vezes com 200 pL PBSt
0,01% ph=7.4 (Na;,HPO, 15mM, NaH,PO, 18,98mM, NaCl 9,92mM, 0,01% Tween
20). Um controle branco (Blank) foi aplicado em cada placa e a densidade Optica
(DO) nao ultrapassava de 0,1, caso contrario é considerado erro operacional e os
testes repetidos. Estimar a imunoreatividade 1gG-MT10:MPT64 usou-se 0 mesmo

procedimento descrito acima, e os lavagens e diluicbes como descrito no item 4.5.1.
42



4.7 Fluxograma dos ensaios imunoldgicos

TBpl OPL Fluxograma dos ensaios
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Figura 8 - Fluxograma dos ensaios imunologicos realizados no estudo de
biomarcadores da resposta imune celular e humoral na Tuberculose pleural (TBpl).
OPL: outras pleurisias nao TB. PFMC: células mononucleadas do fluido pleural.
PBMC: células mononucleadas do sangue periférico. FP: Fluido pleural; ILs:
interleucinas. Ag: antigenos.
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4.8 Ensaio piloto de dot-ELISA Immunoblotting

Quarenta microlitros dos antigenos de interesse diluidos em tampéo
carbonato-bicarbonato pH=9,6 (Na,CO3; 15mM, NaHCO; 15mM) (tampao de
diuluicdo dos Ags utilizado na técnica de ELISA nas concentracdes previamente
definidas), foram utilizados para adsorver as membranas de nitrocelulose (Trans-
Blot®, BioRad) cortadas em tiras. O bloqueio da membrana foi realizado por 2 horas
com 50 mL de tampé&o tris-base salino 0,1% tween (TBS-T) contendo leite desnatado
5% (tampdo de bloqueio). Posteriormente, foi realizado lavagem da membrana com
50 mL TBS-T (20 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl; 1mL Tween 20), por 10 min e
colocado para secar por 10 minutos a temperatura ambiente. Em sequencia, foi
adicionado 40 pyL das amostras diluidos em tampao PBSt 0,01%-BSA 1% (tampao
de diluichio de amostra utilizado na técnica de ELISA (nas concentracdes
previamente definidas no ELISA para cada espécime clinico), nos espacos
previamente estabelecidos e colocado para secar por 10 min a T.A. ApGs nova etapa
de lavagem e secagem da membrana, foi adicionado 40 pL de anti-human IgG ou
IgA ligado a fosfatase alcalina, diluido em tampao PBSt 0,01%-BSA 1% (nas
concentracfes do ELISA aqui proposto) e colocado para secar por 10 min a T.A.
Realizado novamente o processo de lavagem e secagem da membrana. A reacao
imune sera revelada adicionando-se 5 mL de solucdo reveladora TMB menbrane

peroxidase substrate system (3-C) (KPL, Gaithersburg, USA).

4.9 Preparacao das culturas de células mononucleadas do sangue periférico

e do fluido pleural

O FP e o sangue venoso coletados foram adicionados ao Ficoll-Paque™ Plus
(GE Healthcare Bio-Science AB, USA) e centrifugado a 2.000 rpm/30min (centrifuga
Beckman — CS-6R) a temperatura ambiente para separacdo de leucdcitos
mononucleares (PBMC ou PFMC). A camada linfocitaria foi coletada e ressuspensa
em meio GIBCO AIM V™ (Invitrogen™, Carlsbad, Califérnia, EUA). As células sdo
ressuspensas em solucdo corante Azul de Tripan (HyClone®, South HyClone Road
Logan, Utah) e as viaveis foram contabilizadas em camara de Neubauer (Assistent,
Germany). Ap6s quantificacdo foram ajustadas para 1x10° por grupo experimental e
primadas com o0s antigenos selecionados em placas de cultura de tecido
MICROTEST™ (Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, New Jersey, USA),
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estéril, de 96 pocos, com fundo chato, no volume final de 300 pL por pocgo. O
mitdgeno Concanavalina-A, (2 pL) € utilizado de uma solugdo mae previamente
diluida a 2,5 pg/mL e as proteinas serdo usadas na concentracdo de 5 pg/ml. Todos
os testes foram realizados em duplicata (TAVARES et al., 2007).

4.10 Quantificacdo de citocinas por Citometria de Fluxo

A producéo de IFN-y e outras seis citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A e
TNF) foi avaliada nos sobrenadantes das culturas estimuladas com os diferentes
antigenos ESAT6:CFP10 e PstS1(»gs.374:CFP10 utilizando o kit comercial BD™
Cytometric Bead Array (CBA Human) Th1/Th2/Th17 (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA), conforme instrugbes do fabricante. Esse método baseia-se em um ensaio
utilizando esferas (beads) para detectar, simultaneamente, mdltiplas citocinas em
um mesmo espécime clinico. Resumidamente, adicionou-se 50 yL de amostras ou
padrdes, nas concentracdes definidas pelo fabricante, a uma mistura (mix) de 50 pL
de esferas revestidas com Ac de captura (primario) especifico aos analitos de
interesse. Apds, adicionou-se 50 uL de mix contendo Ac de detec¢do (secundario)
conjugada com ficoeritrina durante 3 horas, a temperatura ambiente no escuro.
Posteriormente, realizou-se processo de lavagem para remover qualquer os Ac que
ndo se ligaram. Cada esfera tem uma intensidade de fluorescéncia proporcional a
guantidade de analito ligado. Os resultados foram adquiridos em citdbmetro BD
FACSCalibur™ (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) da plataforma multiusuéario da
FIOCRUZ. O software de analise BD FCAP Array (version 3.0, Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ) foi utilizado para identificar cada populacdo de esferas, gerar
uma curva padrdo e calcular a concentracdo das amostras conforme manual do
fabricante. O kit BD CBA Human Th1/Th2/Thl7 apresenta os seguintes limites de
dectecéo para as citocinas: IL-2 (2,6 pg/mL), IL-4 (4,9 pg/mL), IL-6 (2,4 pg/mL), IL-10
(4,5 pg/mL), TNF (3,8 pg/mL), IFN-y (3,7 pg/mL) e IL-17 (18,9 pg/mL), bem como um
limite maximo de dectecédo de 5000 pg/mL.

4.11 Anélise dos resultados

Os dados coletados foram utilizados para confec¢cdo de banco de dados em

software Excel e as caracteristicas da populacdo foram analisadas utilizando o teste
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de Chi quadrado, p<0,05 foi considerado significativo. Analises estatisticas foram
efetuadas usando os programas SPSS verséo 20.0 e Graphpad Prism versao 6.0
para Windows. Para os ensaios de padronizacao, os resultados foram avaliados em
meédia £ desvio padréo e para escolha de melhor resultado a ser utilizado no estudo
foi realizado o teste de Mann-Whitney para comparar as distribuicdes entre os pools
de TBpl e controles, p<0,05 foi considerado significativo. A imunorreatividade das
proteinas de Mtb testadas foram expressas em DO. Comparacédo entre os resultados
das DO obtidos no teste de ELISA foram realizadas através de testes ndo pareados,
Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. Para as analises com as variaveis demograficas e
clinicas, a imunorreatividade através de densidade éptica foi analisada em médias +
desvio padrdo e a comparacao entre estas variaveis de estudo utilizou-se testes de
Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. As positividades de IgA e IgG para as diferentes
proteinas de Mtb foram calculadas através da Curva ROC (receiver operating
characteristic) para obtencdo dos melhores pontos de corte (Cut-off) para os testes,
baseados nas melhores sensibilidades e especificidades. Andlise combinatéria dos
resultados das diferentes proteinas aqui testadas foi realizada, a fim de avaliar se
combinacdo dos resultados de diferentes diluicbes das amostras favorece a
sensibilidade sem alterar a especificidade do teste. Os ensaios de imunidade celular
e humoral tiveram os resultados analisados usando o teste ndo paramétrico de

Kruskall-Wallis para comparar mais de dois grupos, seguido do teste Mann Whitney.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo da resposta humoral frente a antigenos de Mth, MT10.3:MPT-64,
F2, PPE59, MT10.3 e MPT-64 em pacientes com derrame pleural

5.1.1 ELISA “in house”

Foram utilizadas amostras de soro e FP de 68 pacientes com derrame pleural,
dos quais 29 (42,6%) foram diagnosticados com TBpl e 39 (57,4%) com OPL. Estes
foram utilizados para validacdo do reconhecimento do antigeno fusionado
MT10.3:MPT-64 por IgA, bem como reatividade a este e aos outros alvos propostos
na deteccdo de IgA and IgG. Este estudo encontra-se submetido a revista BMC
Immunology indexada com vistas a publicacdo (anexo). Adicionalmente, foram
coletados dos 16 pacientes descritos acima soro e FP de pacientes com suspeita de
TBpl que usaremos para estimar o valor preditivo do teste de ELISA.

5.1.2 Padronizagao e otimizagao do ELISA “in house” com a proteina de fusao
MT10.3:MPT64 para IgA e IgG em soro e FP

Foram utilizadas diluicbes de 1:20 a 1:200 para os pools de amostras
positivas (+) e negativas (-) de soro e de 1:50 a 1:800 para pools de FP. A tabela 2
mostra os melhores parametros baseados na maior diferenca de reatividade entre os
pontos de pools de amostras de pacientes com TBpl e aqueles com diagndéstico
negativo para TB (OPL), bem como na melhor linearidade das curvas resultante da

padronizacao.

Tabela 2- Melhores parametros da padronizacdo do teste de ELISA MT10.3:MPT64-
IgA e IgG em soro e FP, respectivamente.

Concentragoes IgG IgA Concentragoes IgG
MT10.3:MPT64 (ug/mL) 1,0 0,05 MT10.3:MPT64 (uug/mL) 1,0

SORO (diluigao) 1:50 1:50 FP (diluigao) 1:200
Anticorpo secundario 1:10.000  1:2.500 Anticorpo secundario 1:10.000
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Os resultados globais da padronizacdo estdo mostrados na figura 9 e 10.
Diferencas significativas de reatividade entre pools de pacientes com TBpl e OPL de
soro e FP, foram obtidas utilizando tampéao de lavagem PBST 0,01% (tampéo A) e
tampéo de diluicdo PBST 0,01%-BSA1% (tampédo C) para o conjugado IgA (figuras
9A e 9C, pégina 48). Menores diferencas de reatividade de IgA entre os pools foram
observadas utilizando os tampdes propostos por Araujo et al. (2010), PBST 0,1% e
PBSTO0,1%-NaCl 0,3M (figuras 9B e 9D, pagina 48). Por outro lado, o uso do tampéao
PBST 0,1% (tampéo B), e tampao de diluicdo PBST 0,01%, adicionado de 0,3M
NaCl (tamp&o D) mostraram maiores diferencas de reatividade entre os entre pools *
e pools ~ em soro na deteccao da IgG (figura 10B, péagina 49), o que nao foi
evidenciado utilizando os tampdes comumente empregados no ELISA “in house”
(figura 10A, pagina 49).
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Figura 9 - Otimizacdo do ELISA com diluicdes seriadas de pools de fluidos pleurais
e soro de pacientes com tuberculose pleural (pool®) e outras pleurisias (pool),
utilizando: A e B) a proteina de fusdo MT10.3:MPT64 (0,05 pg/mL) com diluicdes
seriadas de pools de soro, na deteccdo de IgA 1:2.500; C e D) a proteina de fusédo
MT10.3:MPT64 (0,5 pg/mL) com diluicbes seriadas de pools de FP, na deteccao de
IgA 1:5.000, fazendo uso de dois tampdes diferentes de lavagem e dois de diluicdo
das amostras clinicas e conjugado: PBST 0,01% e PBST 0,01%-BSA 1% (A e C) e;
PBST 0,1% e PBSTO0,1%-NaCl 0,3M, (B e D). As curvas A, B, C e D demonstram a
diferenca de reatividade entre C* e C'. Linhas azuis representam o0s pools de
amostras de pacientes com tuberculose pleural (pool®) e linhas vermelhas
representam os pools de amostras de pacientes outras pleurisias (pool’).
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Figura 10 - Otimizagdo do ELISA com diluicbes seriadas de pools de soros de
pacientes com tuberculose pleural (pool®) e outras pleurisias (pool), utilizando a
proteina de fusdo MT10.3:MPT64 (1,0 pg/mL) na deteccdo de IgG (1:10.000),
fazendo uso de dois tampdes diferentes de lavagem e dois de diluicdo das amostras
clinicas e conjugado: A) PBST 0,01% e PBST 0,01%-BSA 1%, respectivamente; B)
PBST 0,1% e PBSTO0,1%-NacCl 0,3M, respectivamente. As curvas A e B demonstram
a diferenca de reatividade entre pool” e pool". Linhas azuis representam os pools de
amostras de pacientes com tuberculose pleural (pool”) e linhas vermelhas
representam os pools de amostras de pacientes outras pleurisias (pool’).

5.1.3 Padronizacdo do ELISA com a quimera proteica F2 para IgA e IgG em FP

A tabela 3 mostra os melhores parametros da padronizagdo ELISA-F2-IgA,
baseado na maior diferenca de reatividade entre os pontos de pools de amostras de
pacientes com TBpl e aqueles com diagnostico negativo para TB (OPL), bem como

na melhor linearidade das curvas resultante da padronizacgéo.

Tabela 3- Melhores parametros da padronizacao do teste de ELISA F2-IgA.

Concentragoes IgA

F2 (png/mL) 1,5

FP (dilui¢ao) 1:50
Anticorpo secundario 1:5.000

N&o foram obtidas diferencas de reatividade na padronizacdo de ELISA em
FP 1gG-F2 entre os pools de amostras de pacientes com TBpl x OPL (figura 11,

pagina 50).
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Figura 11 - Padronizacéo do ELISA com diluicbes seriadas de pools de fluido pleural
de pacientes com tuberculose pleural (pool+) e outras pleurisias (pool-), utilizando a
quimera proteica F2 (1,5 pg/mL) na deteccdo de IgG (1:10.000). Linhas azuis
representam os pools de amostras de pacientes com tuberculose pleural (pool*) e
linhas vermelhas representam os pools de amostras de pacientes outras pleurisias

(pooal).

5.1.4 Padronizacdo do ELISA com a proteina PPE59 para IgA em FP

A tabela 4 mostra os melhores parametros da padronizacdo ELISA-PPES9-
IgA, baseado na maior diferenca de reatividade entre os pontos de pools de
amostras de pacientes com TBpl e aqueles com diagnostico negativo para TB
(OPL), bem como na melhor linearidade das curvas resultante da padronizacao

Tabela 4- Melhores parametros da padronizacao do teste de ELISA PPE59-IgA.

Concentragoes IgA
PPES9 (pg/mL) 1.0
FP (diluigdo) 1-100

Anticorpo secundario 1:5.000

N&o foram obtidas diferengcas significativas de reatividade e linearidade
regular na padronizagdo de ELISA FP IgG-PPES9 entre os pools de amostras de

pacientes com TBpl x OPL (figura 12, pagina 51).
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Figura 12 - Padronizacdo do ELISA com diluicdes seriadas de pools de FP de
pacientes com tuberculose pleural (pool+) e outras pleurisias (pool-), utilizando a
quimera proteica PEE59 (0,5 pg/mL) na detecgao de IgG (1:10.000). Linhas azuis
representam os pools de amostras de pacientes com tuberculose pleural (pool®) e
linhas vermelhas representam os pools de amostras de pacientes outras pleurisias

(pool).

5.1.5 Padronizacdo do ELISA com as proteinas MT10.3 e MPT64 para IgG em
FP.

N&o foram obtidos bons parametros com significativa diferenca de reatividade
e linearidade regular na padronizacdo de ELISA FP IgG-MPT64 e -MT10 entre os
pools de amostras de pacientes com TBpl x OPL (figura 13, pagina 51).
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Figura 13 - Padronizac&o do ELISA com diluicGes seriadas de pools de fluido pleural
de pacientes com tuberculose pleural (pool*) e outras pleurisias (pool), utilizando: A)
a proteina MT10.3 (1,0 pg/mL) na deteccdo de IgG (1:10.000) e B) a proteina
MPT64 (0,5 pg/mL) na deteccdo de IgG (1:20.000). Linhas azuis representam o0s
pools de amostras de pacientes com tuberculose pleural (pool®) e linhas vermelhas
representam os pools de amostras de pacientes outras pleurisias (pool’).
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5.1.6 Caracteristicas da populacdo do estudo da deteccdo de

imunoglobulinas.

A maioria dos pacientes TBpl eram de etnia parda (17/29, 58,6%), eram nao
tratados (28/29, 96,6%), sem historico prévio de TB (27/29, 93,1%) e HIV negativos
(23/29, 79,3%). Entre os 39 pacientes com OPL, os seguintes diagnosticos foram
encontrados: cancer (25 pacientes), insuficiéncia cardiaca (5 pacientes),
insuficiéncia renal (4 pacientes), lupus eritomatoso sistémico (LES; 2 pacientes),
empiema, doencas do figado (hepatite) e quilotorax (1 paciente, cada).

Os principais dados clinicos, laboratoriais e epidemiol6gicos dos grupos
arrolados no estudo estdo descritos na tabela 5 (pagina 53 e 54). Os individuos
apresentaram diferenca significativa entre a média de idade, onde os pacientes com
OPL eram mais idosos (p <0,001). O cancer foi a patologia dominante (64,1%) e a
maioria dos TBpl eram do sexo masculino (72,5%), embora néo tenha sido
observada diferenca significativa em relacdo ao OPL (p = 0,12). Poucos
participantes relataram histérico prévio de TB (4/68, 5,8%), incluindo dois pacientes
com OPL. Diferencas significativas também foram observadas entre os niveis de
ADA de pacientes TBpl comparados ao OPL (p<0,0001), onde os pacientes TBpl
apresentaram niveis significativamente mais elevados de ADA que os participantes
do grupo OPL (61.15+32.71 vs 19.54+31.29, respectivamente). Resultado de ADA
falso-positivo foi identificado em apenas 2/39 (5.1%) individuos com OPL. Assim, a
pesquisa de ADA no FP mostrou sensibilidade e alta especificidade (79,3%, 23/29 e
94,9%, 37/39), seguida de histopatologia de fragmento pleural sugestiva de TB
(47,3%, 9/19 e 76,2%, 16/21), respectivamente. Menor sensibilidade e alta
especificidade foram obtidas para os resultados de cultura de FP (14,3%, 4/28 e
100%, 36/36) e na pesquisa BAAR (0%, 0/28 e 100%, 35/35), respectivamente.
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Tabela 5 — Dados clinicos, laboratoriais e epidemiologicos dos participantes com
tuberculose pleural (TBpl) e outras pleurites ndo TB (OPL).

Variaveis TBpl OPL
n=29 (42.6%) n=39 (57.4%)
Idade (média £ DP) 43.07+£16.59 62.5+£18.63 *
<50 anos 22 (75.9) 10 (25.6)
> 50 anos 7(24.1) 29 (74.4)
Sexo
Feminino 8 (27.5) 18 (46.2)
Masculino 21(72.5) 21(53.8)
Etnia
Branco 6 (20.7) 18 (46.2)
Negro 6 (20.7) 10 (25.6)
Pardo 17 (58.6) 11(28.2)
Vacinagdo BCG:
Positivo (cicatriz) 20 (69) 20 (51.3)
Negativo 8 (27.6) 14 (35.9)
Sem informagéo 1(3.4) 5(12.8)
Uso de bebida alcodlica:
Positivo 8 (27.6) 6(15.4)
Negativo 20 (69) 30 (76.9)
Sem informagao 1(3.4) 3(7.7)
Fumante atual:
Positivo 8 (27.6) 3(7.7)
Negativo 20 (69) 35(89.7)
Sem informagéo 1(3.4) 1(2.6)
ADA (média + DP) 1 61.15+£32.71 * 19.54+31.29
Positivo 23 (79.3) 2(5.1)
Negativo 6 (20.7) 37 (94.9)
BAAR (FP)
Positivo 0 0
Negativo 28 (96.6) 35(89,7)
Sem informagéo 1(3.4) 4(10.3)
BAAR fragmento de pleura)
Positivo 0 0
Negativo 6 (20.7) 4(10,3)
Sem informagéo 23 (79.3) 35(89.7)
Cultura (FP) para Mtb
Positivo 4(13.8) 0
Negativo 24 (82.8) 36 (92.3)
Sem informagao 1(3.4) 3(7.7)
Cultura (fragmento de pleura) para
Mtb
Positivo 1(3.4) 0
Negativo 4(13.8) 3(7.7)
Sem informagao 24 (82.8) 36 (92.3)
Exame citopatoldgico (FP)
Sugestivo de TB 17 (58.6) 3(7.7)
Néo especifico 0 0
Sem informagao 4 (13.8) 6(15.4)
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Exame histopatoldgico (fragmento de

pleura)
Sugestivo de TB 9(31) 0
Negativo 2(6.9) 16 (41)
Né&o especifico 2(6.9) 5(12.8)
Sem informagéo 16 (55.2) 18 (46.2)
Histérico prévio de TB
Positivo 2(6.9) 2(5.1)
Negativo 27 (93.1) 35(89.7)
Sem informagao 0 2(5.1)
Outras morbidades
Cancer 0 25 (64.1)
Insuficiéncia cardiaca 0 5(12.8)
Insuficiéncia renal 0 4(10.3)
Lupus eritematoso sistémico (LES) 0 2(5.1)
Hepatite, Empiema, quilotérax 0 3(7.7)
Tratamento prévio para TB
Livre de tratamento 28 (96.6) 37 (94.9)
>1 més de tratamento 1(34) 2(5.1)
Sorologia anti-HIV
Positivo 1(3.4) 2(5.1)
Negativo 23(79.3) 23 (59)
Sem informagéo 5(17.3) 14 (35.9)
Ocupagédo/Profisséo
Servigos gerais 10 (34.5) 10 (25.6)
Estudantes e outras profissdes 7(24.1) 10 (25.6)
Negacios 6 (20.7) 3(7.7)
Professional liberal 3(10.35) 6(15.4)
Aposentado 3(10.35) 10 (25,6)

* p <0,05. DP - Desvio Padrdo.” ADA - cutoff da adenosina desaminase: > 40 U/L, TBpl: pacientes
com tuberculose pleural; OPL: pacientes que apresentam outras doencgas pleurais ndo relacionadas a
TB. LES: lupus eritematoso sistémico. Nota: No Brasil, pardo significa uma mistura de etnicidades
européias, negras e amerindias. HIV: virus da imunodeficiéncia humana. TB: tuberculose.

5.1.7 ELISA “in house” para detecgao de IgA-MT10.3:MPT-64 em FP e soro de
pacientes TBpl e OPL.

Os testes de ELISA realizados nos espécimes de soro e FP individualmente
foram feitos com os tampdes PBST 0,01% e PBST 0,01%-BSA 1%, e na diluicdo
seriada de 1:50 a 1:800. Diferenca significativa de reatividades média foram obtidas
entre TBpl vs OPL (p<0,0001) na deteccéao de IgA em FP e, pela primeira vez, no

soro (figura 14 e tabela 6, paginas 55 e 67, respectivamente).
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Figura 14 - Distribuicao da resposta humoral na detecgéo de IgA, reativas a proteina
de fusdo MT10.3:MPT64, de fluido pleural (FP) e soro de pacientes com tuberculose
pleural (TBpl, n=29) e com outras pleurisias ndo tuberculosa (OPL, n=39) ensaiados
nas diluicbes seriadas 1:50, 1:100, 1:200, 1:400 e 1:800. ------ Linha vermelha
pontilhada representa o cut off do teste estabelecido.

A figura 15 (pagina 56) apresenta as curvas ROC obtidas nas diferentes
diluicdes de FP e soro IgA- MT10.3:MPT64. As curvas obtidas com o FP diluido a
1:50 a 1:800 apresentaram os valores de area sob a curva (AUC — Area Under the
Curve) de 0.949, 0.950, 0.968, 0.980, 0.823 (p<0,0001), respectivamente. As curvas
obtidas com o soro diluido a 1:50, apresentaram os valores de area sob a curva de
0.905 (p=<0,0001). Para a deteccdo de IgA, com excessao do ELISA utilizando FP
diluido a 1:800, todos os demais testes para o reconhecimento da fuséo
MT10.3:MPT64 apresentaram areas sob a curva acima de 0,9 e, portanto, proximas
de 1,0, o que € considerado estatisticamente um teste ideal para descriminar

individuos doentes e saudaveis.
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Figura 15 — Curvas ROC: IgA para o antigeno fusionado MT10.3:MPT64 nas
diferentes diluicdes de fluido pleural (FP) e soro ensaiadas. AUC: area sob a curva
(Area Under the Curve)..

5.1.8 ELISA “in house” para detecgao de IgG-MT10.3:MPT-64 em FP e soro de
pacientes TBpl e OPL .

Posteriormente, foram realizados ELISAs utilizando soro (1:50) e FP (1:200)
individualmente utilizando os tampdes B (PBSt 0,1%) e D (PBST 0,1%-NaCl 0,3M)
para deteccdo de IgG-MT10.3:MPT-64. Médias de reatividades significativamente
maiores foram obtidas em TBpl vs OPL (p<0,00017) na deteccdo de IgG em soro e

em FP (figura 16 e tabela 6, paginas 56 e 67, respectivamente).
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Figura 16 — DistribuicAo da resposta humoral na deteccdo de IgG, reativas a
proteina de fusdo MT10.3:MPT64, de soro (1.50) e liquido pleural (1:200) de
pacientes com tuberculose pleural (TBpl, n=29) e com outras pleurisias néo
tuberculosa (OPL, n=39). ------ Linha vermelha pontilhada representa o cut off do
teste estabelecido.
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A figura 17 apresenta as curvas ROC de 1gG-MT10.3:MPT64 de FP e soro
diluidos respectivamente a 1:200 (AUC: 0,952; p<0,00071), e soro a 1:50 (AUC:
0,809; p<0,0001). Portanto, € possivel a detecacdo de IgG-MT10.3:MPT64 no soro
de pacientes TBpl por ELISA, entretanto, a uilizacdo do FP nesse teste se mostrou
mais promissor que o soro na diferenciacdo de pacientes TBpl e OPL, uma vez que,

apresentou maior area sob a curva ROC. (figura 17, pagina 57).
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Figura 17 - Curvas ROC: IgG para o antigeno fusionado MT10.3:MPT64 nas
diferentes diluicbes de soro e Fluido pleural (FP) ensaiadas. AUC: area sob a curva
(Area Under the Curve).

5.1.9 ELISA “in house” na deteccao de IgA e IgG reativas a quimera proteica

F2 em FP e soro de pacientes TBpl e OPL.

Os testes de ELISA IgA-F2 em soro (1:25 a 1:200) e FP (1:50) foram,
relizados com os tampdes PBSt 0,01% e PBST 0,01-BSA 1%. Médias de
imunoreatividade significativamente aumentadas em TBpl vs OPL foram obtidas na
deteccgéo de IgA em FP (p<0,0001) e nas diferentes diluigdes do soro (1:25 a 1:200)
(p<0,0006) (figura 18 e tabela 6, paginas 58 e 67, respectivamente).
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Figura 18 - Distribuicdo da resposta humoral na deteccéo de IgA, reativas a quimera
proteica F2, de liquido pleural (1:50) e soro (1:25, 1:50, 1:100 e 1:200) de pacientes
com tuberculose pleural (TBpl, n=29 ) e com outras pleurisias ndo tuberculosa (OPL,
n=39). ------ Linha vermelha pontilhada representa o cut off do teste estabelecido.

A figura 19 (pagina 58) apresenta as curvas ROC de IgA-F2 em FP e soro
diluidos respectivamente a 1:50 (AUC: 0.774; p<0,00017), e de 1:25 a 1:200 AUC de
0.837, 0.844, 0.847 e 0.879 (p <0,0006). Apesar de apresentar diferenca significativa
entre os grupos testados nos diferentes ensaios aqui propostos, nenhum ELISA para
deteccdo de IgA-F2 mostrou AUC préxima de 1,0.
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Figura 19 — Curvas ROC: IgA para a quimera proteica F2 nas diferentes diluices de
soro e fluido pleural (FP) ensaiadas. AUC: area sob a curva (Area Under the Curve).
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O ELISA 1gG-F2 em soro, individualmente, foram feitos com os tampdes PBSt
0,01% e PBST 0,01-BSA 1%, e na diluicdo seriada de 1:200 a 1:1.600. Reatividades
meédia com diferencas significativas entre TBpl vs OPL (p<0.031) foi obtida apenas

para as diluicbes de soro 1:800 e 1:1.600 (figura 20 e tabela 6, paginas 59 e 67,

respectivamente).
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Figura 20 - Distribuicdo da resposta humoral na deteccao de IgG, reativas a quimera
proteica F2, de soro (1:200, 1:400 e 1:800 e 1:1.600) de pacientes com tuberculose
pleural (TBpl, n=39) e com outras pleurisias nao tuberculosa (OPL, n=29). ------ Linha
vermelha pontilhada representa o cut off do teste estabelecido.

Curvas ROC nos soros diluidos de 1:200 a 1:1600 para a detecc¢éo de IgG-F2
mostram AUC de 0.622, 0.609, 0.660, 0.663 (p > 0.031), respectivamente (figura 21,
pagina 60). Os ensaios para deteccao de IgA-F2 mostraram baixos valores de AUC,
bem inferiores ao ideal 1,0, conferindo menor poder descrimitorio entre TBpl e OPL

nesses testes.
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Figura 21 — Curvas ROC: IgG para a quimera proteica F2 nas diferentes diluicbes de
soro ensaiadas. AUC: area sob a curva (Area Under the Curve).

5.1.10 ELISA “in house” para a proteina PPE59 detectou diferencas
significativas de médias de reatividade de IgA em FP e soro e IgG
apenas no soro, entre pacientes TBpl e OPL.

No ELISA IgA-PPES9 de soros (1:50 e 1:100) e FP (1:100), individualmente,
foram usados os mesmos tampdes especificados na tabela 1. Foi obtido deteccéo
média de IgA significativamente aumentada em TBpl x OPL em FP (p<0,0007) e nas
diluicbes do soro (1:50, p=0,0007 e 1:100, p<0,0001) (figura 22 e tabela 6, paginas
60 e 67, respectivamente).

IgA-PPES59

FP (1:100) Soro (1:50) Soro (1:100)

*kkk *kk *kkk

2.0 1

DOASUnm
[
o
1

1.0 1 A "E """" % ““““
g %

¥

0.0 T T T T

TBpl OPL TBpl OPL TBpl OPL

FP/Soro - IgA -

Figura 22 - Distribuicdo da resposta humoral na deteccédo de IgA, reativas a proteina
PPES9, de soro (1:50 e 1:100) e fluido pleural (1:100) de pacientes com tuberculose
pleural (TBpl, n=30) e com outras pleurisias nao tuberculosa (OPL, n=29). ------ Linha
vermelha pontilhada representa o cut off do teste estabelecido.
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A figura 23 (pagina 61) apresenta as curvas ROC de IgA-PPE59 de FP e
soros diluidos, respectivamente a 1:100 (AUC: 0,904; p<0,00071), e 1:50 e 1:100
(AUC: 0,736 e 0,785; p<0,0007). Para esses ensaios, 0 uso do FP mostrou maior
poder de distingdo entre pacientes TBpl e OPL, uma vez que, apresentou maior AUC

e mais proxima do 1,0, o que né&o foi obtido com o soro.
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Figura 23 — Curvas ROC: IgA para a proteina PPE59 nas diferentes diluicbes de
soro e fluido pleural (FP) ensaiadas. AUC: area sob a curva (Area Under the Curve).

No ELISA 1gG-PPE59 de soros (1:50 e 1:100) foi obtida diferenca significativa
nas reatividades médias entre TBpl x OPL (p=0.0006) apenas com o soro diluido a
1:100 (figura 24 e tabela 6, paginas 61 e 67, respectivamente). As curvas obtidas
com o soro diluido a 1:50 e 1:100 apresentaram os valores de area sob a curva de
0,591 e 0,711, respectivamente (figura 25, pagina 62). Assim, foram obtidos valores
de AUC muito inferiores ao ideal 1,0, principalmente para o soro (1:50), atribuindo

menor poder descrimitorio entre TBpl e OPL nesses testes.
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Figura 24 — Distribuicdo da resposta humoral na deteccdo de IgG, reativas a
proteina PPES9, de soro (1:50 e 1:100) de pacientes com TB pleural (TBpl, n=29) e
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com outras pleurisias ndo tuberculosa (OPL, n=39). ------ Linha vermelha pontilhada
representa o cut off do teste estabelecido.
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Figura 25 — Curvas ROC: IgG para a proteina PPE59 nas diferentes diluicbes de
soro ensaiadas. AUC: area sob a curva (Area Under the Curve).

5.1.11 Detecgcdo de IgA por ELISA “in house” para a proteina MT10.3 nas
diferentes diluicdes de soro e FP de pacientes TBpl e OPL

A tabela 6 mostra que houve diferencas significativas de médias de
reatividade entre TBpl vs OPL apenas na deteccdo de IgA em FP (p<0,0007) e no
soro (1:100) (p=0.012) (figura 26 e tabela 6, paginas 62 e 67, respectivamente).
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Figura 26 - Distribuicdo da resposta humoral na detecgéo de IgA, reativas a proteina
de fusdo MT10.3, de liquido pleural (1:50) e soro (1:50, 1:100, 1:200 e 1:400) de
pacientes com tuberculose pleural (TBpl, n=29) e com outras pleurisias néo
tuberculosa (OPL, n=39). ------ Linha vermelha pontilhada representa o cut off do
teste estabelecido.
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A figura 27 (pagina 63) apresenta as curvas ROC de IgA-MT10.3 de FP
diluido a 1:100 (AUC: 0.852; p<0,0001), e soros diluidos respectivamente a 1:50,
1:100, 1:200, 1:400 (AUC: 0.625, 0.678, 0.636 e 0.608; p>0.130). Dessa forma, foi
obtido menor poder descrimitorio entre TBpl e OPL nesses testes, uma vez que,

valores de AUC foram inferiores ao ideal 1,0.
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Figura 27— Curvas ROC: IgA para a proteina MT10.3 nas diferentes diluicdes de
soro e liquido pleural (FP) ensaiadas. AUC: area sob a curva (Area Under the
Curve).

5.1.12 Diferenca significativa nas medias de reatividade de IgA entre pacientes
TBpl e OPL foi evidenciado no ELISA “in house” para MPT64 em todas
as diluicbes de soro e no FP.

ELISA IgA-MPT64 apresentou reatividades médias significativamente
aumentadas em soro (na diluicdo seriada de 1:50 a 1:400, p<0.0058) e FP (na
diluicdo 1:100, p<0,0007) utilizando os tampdes PBSt 0,01% e PBST 0,01-BSA 1%
em TBpl x OPL, como mostrado na figura 28 e tabela 6 (paginas 64 e 67,

respectivamente).
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Figura 28 - Distribuicdo da resposta humoral na deteccéo de IgA, reativas a proteina
MPT64, de liquido pleural (1:50) e soro (1:50, 1:100, 1:200 e 1:400) de pacientes
com tuberculose pleural (TBpl, n=29) e com outras pleurisias ndo tuberculosa (OPL,
n=39). ------ Linha vermelha pontilhada representa o cut off do teste estabelecido.

Andlise de curva ROC mostra valores de AUC de 0.708, 0.729, 0.717 e 0.695
(p<0.006), respectivamente para diluicbes dos soros de 1:50 a 1: 400 e AUC de
0.887 (p<0,0007) no FP (figura 29, pagina 64)). Logo, para o IgA-MPT64 também foi
evidenciado valores de AUC reduzidos, diminuindo a eficacia desse teste quanto a

distincao de pacientes TB e aqueles que néo albergam a doenca.
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Figura 29 — Curvas ROC: IgA para a proteina MPT64 nas diferentes diluicbes de

soro e fluido pleural (FP) ensaiadas. AUC: area sob a curva (Area Under the Curve).
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5.1.13 ELISA “in house” para deteccdo de IgG mostrou diferenca significativa
nas meédias de reatividade no soro entre pacientes TBpl e OPL para a
proteina MT10.3, mas ndo para MPT64.

ELISA foi realizado com os tampdes PBSt 0,01% e PBST 0,01-BSA 1%, e
soro na diluicdo 1:400. As reatividades médias mostraram diferencas significativas
entre TBpl x OPL (p=0.006) somente no soro (1:400) para o Ag MT10.3, entretano,
poucos pacientes TBpl responderam acima do cut off estabelicido (figura 30 e tabela
6, paginas 65 e 67, respectivamente).
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Figura 30 - Distribuicdo da resposta humoral na deteccdo de IgG, reativas as
proteinas MT10.3 e MPT64 separadamente, de soro (1:400) de pacientes com
tuberculose pleural (TBpl, n=29) e com outras pleurisias ndo tuberculosa (OPL,
n=39). ------ Linha vermelha pontilhada representa o cut off do teste estabelecido.

As curvas ROC obtidas nas diferentes diluicbes de soro para MT10.3
mostraram UAC de 0.739 (p<0.006) e para MPT64 AUC baixa de 0.609 (p=0.129)
(figura 31, pagina 66). Portanto, para ambos os Ags ndo foram observados valores
de AUC satisfatorios na detcacdo de 1IgG em soro.
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Figura 31 — Curvas ROC: IgG para as proteinas MT10.3 e MPT64 nas diferentes
diluicdes de soro e fluido pleural (FP) ensaiadas. AUC: area sob a curva (Area Under
the Curve).

5.1.14 Avaliagdo dos resultados do ELISA “in house” separados ou em

combinacao para os diferentes antigenos testados.

A tabela 6 (pagina 67) mostra a sensibilidade (S), especificidade (Sp), o cut
off, p valor e AUC nas diferentes diluicbes das amostras, para os diferentes Ags
micobacterianos utilizados. Maior sensibilidade foi obtida para IgA e IgG-
Mt10.3:MPT64, em soro e FP, respectivamente, na diluicdo de 1:50 e com excelente
especificidade. Esta positividade n&o foi obtida para nenhum outro Ag testado
individualmente.

De acordo com a curva ROC, ao fixar especificidade a 95%, uma alta
positividade de FP IgA-MT10.3:MPT64 foi confirmada, registrando as melhores
sensibilidades em diluicbes de 1:50 e 1: 200 (86,2 %), seguido por 82,8%, a 1:400.
FP IgA-PPE59 (62,1%) e -F2 (44,8%) provocaram sensibilidades moderadas e
baixas, nas diluicdes de 1: 100 e 1:50, respectivamente. Todos o0s testes mostraram
AUC> 0,904, exceto para F2. A IgA-F2 sérica alcangou a melhor positividade
(51,7%) nas diluicdes de 1:25 e 1:50 e AUC <0,844. O unico antigeno para detectar
pacientes PLTB com alta AUC (0,952) foi a proteina de fusdo MT10.3: MPT64, com
sensibilidade de 65,5% no FP na diluicdo de 1:200, diminuindo para 51,7% no soro a
uma diluicdo de 1:50 AUC = 0,8089.
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Tabela 6 — Parametros de validade do teste de ELISA para a deteccao do anticorpo
IgA e IgG contra diferentes Ag micobacterianos, MT10.3, MPT64, PPES9, a fuséo

MT10.3:MPT64 e a quimera proteica F2, nas diferentes diluicbes de FP e soro.

= = Sensibilidade  Especificidade
Teste do ELISA pln29)  OPLO™9) ot cutof AUC (%) (%)
(diluigdo da amostra) Média+DP  Média + DP (Ndmero +) (Numero -

IgA-(FP)

MT10.3 (1:100) 0.983+0.336 0.548 £ 0.321 * 1.278 0.852 20.7 (6) 95 (37)
MPT64 (1:100) 1.164 £0.350 0.606 £ 0.352 * 1.505 0.887 24.1(7) 95 (37)
MT10.3-MPT64 (1:50) 0.821+£0.213  0.387+0.188 * 0.658 0.949 86.2 (25) 95 (37)
MT10.3-MPT64 (1:100) 0.667 £0.195  0.302+0.138 * 0.598 0.950 65.5 (19) 95 (37)
MT10.3-MPT64 (1:200) 0542 £0.154  0.232+0.093 * 0.385 0.968 86.2 (25) 95 (37)
MT10.3-MPT64 (1:400) 0.433+£0.126  0.185+0.060 * 0.311 0.980 82.8(24) 95 (37)
MT10.3-MPT64 (1:800) 0323+0.125  0.209+0.094 * 0.404 0.823 27.6 (8) 95 (37)
PPE59 (1:100) 0.696 £0.186  0.392 £ 0.155 z 0.639 0.904 62.1(18) 95 (37)
F2 (1:50) 0.553£0.230 0.351+£0.212 * 0.542 0.774 44.8 (13) 95 (37)
IgA-(soro)

MT10.3 (1:50) 0.996+£0.282 0.865+0.279 0.081 1.282 0.625 20.7 (6) 95 (37)
MT10.3 (1:100) 0.888+0.281 0.714+£0.228 0.012 1.018 0.678 27.6 (8) 95 (37)
MT10.3 (1:200) 0.760 £ 0.263  0.634 £ 0.209 0.057 0.962 0.636 13.8 (4) 95 (37)
MT10.3 (1:400) 0.622 £0.216 0.528 £ 0.172 0.130 0.799 0.608 13.8 (4) 95 (37)
MPT64 (1:50) 1.109+0.341 0.843+0.371 0.003 1.462 0.708 20.7 (6) 95 (37)
MPT64 (1:100) 1.045+£0.323 0.757 £0.308 * 1.220 0.729 27.6 (8) 95 (37)
MPT64 (1:200) 0.959+£0.347 0.693+0.258 0.002 1.048 0.717 34.5(10) 95 (37)
MPT64 (1:400) 0.860 £ 0.338  0.630 £ 0.231 0.006 1.012 0.695 27.6 (8) 95 (37)
MT10.3:MPT64 (1:50) 1176 £0.338  0.621+0.282 * 1.267 0.905 44.8 (13) 95 (37)
PPE59 (1:50) 0.868 £0.204  0.706 + 0.206 * 1.042 0.736 13.8 (4) 95 (37)
PPE59 (1:100) 0.841£0.189  0.663 +0.190 * 1.043 0.785 13.8 (4) 95 (37)
F2 (1:25) 0.963+0.304  0.624+0.195 * 0,957 0.837 51.7 (15) 95 (37)
F2 (1:50) 0.810+£0.271  0.507+0.165 * 0,772 0.844 51.7 (15) 95 (37)
F2 (1:100) 0.698+£0.282 0.414+0.134 * 0,670 0.847 48.3 (14) 95 (37)
F2 (1:200) 0619+£0.252 0.443+0.188 * 0,591 0.879 44.8 (13) 95 (37)
lgG-(FP)

MT10.3-MPT64 (1:200) 0.840+0.352  0.3470.126 * 0.616 0.952 65.5 (19) 95 (37)
lgG-(soro)

MT10.3:MPT64 (1:50) 0.863 £0.196  0.636+0.195 * 0.891 0.809 51.7 (15) 95 (37)
MT10.3 (1:400) 1.409+0.218 1.190 £ 0.261 * 1.641 0.739 17.2 (5) 95 (37)
MPT64 (1:400) 1.256£0.201 1.173£0.213 0.129 1.490 0.609 10.3 (3) 95 (37)
PPE59 (1:50) 0918 +£0.252 0.789 £ 0.327 0.204 1.370 0.591 34 (1) 95 (37)
PPE59 (1:100) 0.898£0.346 0.709 £0.279 0.003 1.181 0.711 17.2 (5) 95 (37)
F2 (1:200) 0.604 £0.319 0.499+0.313 0.087 1.084 0.622 6.9 (2) 95 (37)
F2 (1400) 0467 +0267 0387+0232 0127  0.787 0.609 10.3 (3) 95 (37)
F2 (1:800) 0.369+£0.180 0.289 £ 0.161 0.024 0.552 0.660 13.8 (4) 95 (37)
F2 (1:1600) 0.271+£0.127 0.223+£0.123 0.031 0.427 0.663 10.3 (3) 95 (37)

Resultados dos niveis médios de IgA e IgG em densidade éptica (D.O.) e seus desvios padréo (DP). *
Diferencga significativa da producao de IgA/IgG entre os grupos e entre os antigenos testados foi
calculada pelo teste de Mann Whitney (p<0,001*). TBpl: pacientes com tuberculose pleural; OPL:

pacientes com outras doengas pleurais ndo tuberculosas; AUC: area sob a curva.

Vale destacar que, ao combinar os

resultados dos ensaios FP-IgA-

MT10.3:MPT64 (1:50) -MPT64 (1:100) ou -F2 (1:50), ou IgA-MT10.3:MPT64 / -

PPES9 (1:200/1:100, respectivamente), a sensibilidade aumentou para 89,6% sem

comprometer a especificidade (94,9%) (Tabela 7, paginas 68 e 69). Estes resultados

nao foram obtidos para quaisquer outros Ags testados, embora os resultados
combinatdrios do ensaio FP-IgA-MT10.3:MPT64 / -PPE5S9 (1:50/1:100) e IgA/lgG-
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MT10.3:MPT64 tenham apresentado maior sensibilidade (93,1%), foi observado uma
ligeira diminuicdo na especificidade (92,3%), enquanto a IgG no soro (1:50/1:800 ou
1:1600) levou a um melhor resultado de combinacéo (55,1%) para ambas as
proteinas de fusdo MT10.3:MPT64 / F2, mas também com diminuicdo na
especificidade (>92,3%). Outros resultados combinatérios de antigeno IgA e/ou IgG
atingiram sensibilidades moderadas e altas (>68%), porém comprometendo a
especificidade (89,7%) (Tabela 7, paginas 68 e 69).

Tabela 7 — Sensibilidade (S) e especificidade (Sp) dos resultados combinatorios de
IgA e/ou 1gG-MT10.3:MPT64 com PPES9, MT10.3, MPT64 e F2, no liquido pleural e
no soro, em diferentes diluicbes, de pacientes com tuberculose pleural (PLTB) e
outras pleurisias ndo TB (OPL).

Resultados combinatérios de MT10.3:MPT64 (dilui¢ao da TBpl (N=29)  OPL (N=39)
amostra) N. Positivos  N. Negativos
S (%) Sp (%)
Fluido Pleural - IgA
(1:50) / PPE59 (1:100) 27 (93.1) 36 (92.3)
(1:100)/ PPE59 (1: 100) 24 (82.7) 37 (94.8)
(1:200) / PPE59 (1:100);
(1:50) / MPT64 (1:100); 26 (89.6) 37 (94.8)
(1:50) / F2 (1:50)
(1:400)/ PPE59 (1:100);
(1:50) or /(1:200) or /(1:400) / MT10.3 (1:100) A (e 89 (2
(1:800) / PPE59 (1:100);
(1:100) /MT10.3 (1:100) 21(724) 36 (92.3)
(1:800) / MT10.3 (1:100) 12 (41.3) 35 (89.7)
(1:100) / MPT64 (1:100) 20 (68.9) 36 (92.3)
(1:200) / MPT64 (1:100) or / F2 (1:50) or / MT10.3:MPT64.serum1.50 25 (86.2) 36 (92.3)
(1:400) / MPT64 (1:100) or / F2 (1:50) 24 (82.7) 36 (92.3)
(1:800) / MPT64 (1:100) 14 (48.2) 35 (89.7)
(1:100) / F2 (1:50) 22 (75.8) 36 (92.3)
(1:800) / F2 (1:50) 18 (62) 35(89.7)
(1:50) / MT10.3-MPT64.serum1.50 26 (93.1) 35 (89.7)
(1:1000) / MT10.3-MPT64.serum1.50 19 (65.5) 36 (92.3)
(1:400) / MT10.3:MPT64.serum1.50 25 (86.2) 35 (89.7)
(1:800) / MT10.3:MPT64.serum1.50 15 (51.7) 36 (92.3)
Soro - IgA
(1.50) / PPE59 (1.50 or 1:100) or / MPT64 (1:400) 13 (44.8) 35 (89.7)
(1.50) / MT10.3 (1:50 or 1:100 or 1:200); or / MPT64 (1:100) 14 (48.2) 35 (89.7)
(1.50) / MT10.3 (1:400) 15 (51.7) 35 (89.7)
(1.50) / MPT64 (1:50) 13 (44.8) 36 (92.3)
(1.50) / MPT64 (1:200) 14 (48.2) 36 (92.3)
(1.50) / F2 (1:25) 20 (68.9) 35 (89.7)
(1.50) / F2 (1:50 or 1:100) 19 (65.5) 35 (89.7)
(1.50) / F2 (1:200) 17 (58.6) 35 (89.7)
Soro - IgG
(1:50) / MT10.3-MPT64 (1:200) 21(72.4) 35 (89.7)
(1:50) / PPE59 (1:50) or / F2 (1:200) 15 (51.7) 35(89.7)
(1:50) / PPE59 (1:100) or / MPT64 (1:400) 16 (55.1) 35(89.7)
(1:50) / MT10.3 (1:400) 18 (62) 35 (89.7)
(1:50) / F2 (1:400) 15 (51.7) 36 (92.3)
(1:50) / F2 (1:800 or 1:1600) 16 (55.1) 36 (92.3)
Fluido Pleural - IgA/lgG
(1:50)/ MT10.3:MPT64 (1:200) 27 (93.1) 36 (92.3)
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(1:100)/MT10.3-MPT64 (1:200) 24 (82.7) 35 (89.7)

(1:200)/ MT10.3-MPT64 (1:200) 27 (93.1) 35 (89.7)

(1:400)/ MT10.3-MPT64 (1:200) | 28(96.5) 35 (89.7)

(1:800)/ MT10.3-MPT64 (1:200) 21(124) 35 (89.7)
Soro - IgA |

(1:50) / IgG-MT10.3:MPT64 (1:50) | 2(159) 35 (89.7)

A reatividade cruzada global foi principalmente associada com cancer (12/25),
entretanto, apenas uma diluicdo de FP (1:50) foi associado a proteina de fusao IgA-
MT10.3:MPT64, bem como uma diluicdo de FP em pacientes com insuficiéncia
cardiaca (3/5), sendo que estes tiveram resultados positivos para 0 ensaio
QuantiFERON®-TB Gold In-Tube (QFT-GIT) (dados ndo mostrados). Além disso,
duas amostras de um terceiro paciente com insuficiéncia cardiaca também tiveram
resultados positivos no QFT-GIT, com exame histopatoldgico inespecifico e foram
positivos no ELISA IgA-F2 para FP (1:50) aqui testado. De fato, entre todos os 18
casos OPL que tiveram resultados positivos no ELISA para qualquer um dos Abs,
Ags e/ou fluidos corporais, quatro (22%) também tiveram resultados positivos para

QFT-GIT. Esses resultados podem sugerir infeccao latente por Mtb (LTBI).

5.1.15Comparagédo de testes-padrdao e ADA com as respostas imunes no
diagnostico de tuberculose pleural.

Considerando os melhores resultados de IgA e IgG para FP e soro com
diferentes antigenos, hipotetizamos que estes seriam mais precisos em comparacao
com outros testes tradicionais utilizados para diagnosticar TBpl. Como visto na
Tabela 8 (pagina 71), FP-ADA (S = 79,3% e Sp = 94,9%) ou histopatolégica da
biépsia pleural (S = 69,2%, 9/13 e Sp = 76,2%, 16/21) apresentaram menor acuracia
em comparagdo com o ELISA IgA-MT10.3:MPT64 no FP (1:50) e seus resultados
combinados com /MPT64 (1:100) ou /F2 (1:50), que demonstraram S = 89,6% e Sp
= 94,9%. Assim, o ELISA IgA no FP apresentou positividade semelhante a dos
testes convencionais, entretanto, vale ressaltar a positividade do teste imunolégico
entre aqueles que tiveram resultados negativos no diagnostico da TBpl pelos testes
convencionais. Apesar de nem todos os individuos terem sido examinados pelo
exame histopatoldgico, 15,3% eram inespecificos, porém foram identificados com
resultados positivos nos testes de ELISA aqui realizados. Também foram
identificados pelo ELISA aqueles casos de TBpl sem exame histopatoldgico
confirmado (12/16, 75%). Assim, o ELISA resultou em uma sensibilidade geral de
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86,2% vs 69,2% do exame histopatologico. Por outro lado, a maioria dos casos TBpl
que apresentaram resultados negativos no ADA apresentaram positividade no
ELISA IgA-MT10.3:MPT64 no FP diluido a 1:50 (5/6), bem como seus resultados
combinatdrios com /MPT64 diluido 1:100 ou /F2 diluido 1:50 (5/6, respectivamente).

Entre os testes microbiologicos utilizados para o diagnostico da TB, a
coloracdo de BAAR é mais utilizado por ser de facil execugdo, rapido e barato,
embora apresente baixas sensibilidades, enquanto as culturas, apesar de mais
precisas, sdo laboriosas e demoradas. Embora esses testes nao tenham sido
realizados em todos os pacientes, seu desempenho foi baixo (> 25%), como
esperado em casos paucibacilares, como TBpl. Entretanto, os testes imunolégicos
propostos neste estudo demonstraram significativamente melhores acuracias
(variando de 51,7% a 89,6%) para IgG ou IgA em ambas as amostras clinicas, no
soro (51,7% ou 44,8%) ou FP (65,5% ou> 86%, respectivamente), especialmente
para o resultados combinatérios de FP (1:50) IgA-MT10.3:MPT64/F2. Nenhum dos
outros resultados combinatorios levou a melhor reatividade (Tabelas 7 e 8, paginas
68 e 71, respectivamente).

Uma das desvantagens do teste imunoldgico para deteccdo de Ac é a
heterogeneidade da resposta imune entre os pacientes (SAMANICH; BELISLE;
LAAL, 2001; ABEBE et al., 2007; PATHAKUMARI et al., 2016). Como o presente
estudo avaliou um pequeno numero de antigenos ou seus peptideos fusionados,
alguns dos pacientes nao responderam. Assim, os resultados do teste imunolégico
combinado com os resultados da ADA foram avaliados visando uma melhora na
performance do diagnostico da TBpl, uma vez que o teste da ADA foi também
realizado para todos os pacientes. Os resultados combinados de FP (1:50) IgA-
MT10.3-MPT64/-F2 e ADA proporcionaram a melhor sensibilidade (96,6%, 28/29)
para a deteccao de TBpl, com especificidade de 92,3% (36/39).
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Tabela 8 - Os melhores resultados do ELISA comparados com o0s testes convencionais microbiolégicos, histopatologicos e de
adenosina deaminase (ADA) determinados em amostras de liquido pleural (FP) e / ou biépsia pleural (PB) para diagndstico de infeccao

pleural tuberculosa (TBpl).

TBpl (n=29) OPL (n=39)
ELISA MT10.3:MPT64 (Nimero de positivos %) ELISA MT10.3:MPT64 (Nimero de positivos %)
Teste Diagnostico i
9 Namero (%) IgA g6 N”&‘;” IgA g6
Combinagao com Combinagao com Soro Combinagao com Combinagao com
. 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
FP (1:50) Soro (1:50) MPT642 F22 FP (1:200) Soro (1:50) FP (1:50) (1:50)" MPT642 F22 FP (1:200) Soro (1:50)
ADA FP
Positivo 23(79.3) 20 12 21 21 17 12 2(5.1) 0 1 1 0 0 0
86.2 448 89.6 89.6 65.5 51.7 5.1 5.1 5.1 5.1 5.1 5.1
Negativo 6 (20.7) 5 1 5 5 2 3 37(94.9) 2 1 1 2 2 2
AFB FP
Positivo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Negativo 28 (96.6) 24 86.2 12 44.8 25 89.6 25 89.6 19 65.5 15 51.7 35(100) 2 76 2 51 2 5.1 2 5.1 2 76 2 5.1
Sem informagao 1(3.4) 1 1 1 1 0 0 4(10.3) 1 0 0 0 1 0
AFB Bidpsia pleural
Positivo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Negativo 6 (100) 6 86.2 4 44.8 6 89.6 6 89.6 4 65.5 3 51.7 4(100) 0 5.1 0 51 0 5.1 0 5.1 0 5.1 0 5.1
Sem informagao 23 (79.3) 19 9 20 20 15 12 35(89.7) 2 2 2 2 2 2
Cultura (FP)
Positivo 4(14.3) 3 2 3 3 3 2 0 0 0 0 0 0 0
Negativo 24 (85.7) 21 86.2 10 448 22 86.2 22 86.2 16 65.5 13 51.7 36(100) 1 5.1 2 51 2 5.1 2 5.1 1 25 2 5.1
Sem informagédo 1(3.4) 1 1 1 1 0 0 3(7.7) 1 0 0 0 0 0
Cultura (fragmento de
pleura) para Mth
Positivo 1(25) 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0
Negativo 4(80) 4 86.2 3 4438 4 86.2 4 86.2 2 55.2 1 58.6 3(100) 0 51 0 51 0 5.1 0 54 |0 51 0 54
Sem informagao 24 (82.8) 20 10 21 21 13 16 36(92.3) 2 2 2 2 2 2
Exame histopatolégico
(fragmento de pleura)
Sugestivo para TB 9(69.2) 9 1 9 9 6 3 0 0 0 0 0 0 0
Negativo 2(15.3) 2 86.2 1 13.7 2 86.2 2 86.2 2 65.5 2 51.7 16(79.2) 1 51 1 51 1 5.1 0 51 1 5.1 0 5.1
N&o-especifico 2(15.3) 2 1 2 2 2 2 5(23.8) 0 1 1 1 0 1
Sem informacéo 16 (55.2) 12 10 13 13 9 8 18(46.2) 1 0 0 1 1 1

! diluicdo FP; ? resultados combinatdrios de IgA-MT10.3-MPT64 no FP diluido a 1:50 com -MPT64 (1:100) ou —F2 (1:50). OPL: pacientes com outras prleurisias ndo tuberculosa
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5.2 dot-ELISA para a deteccéo de TB pleural

5.2.1 Padronizacdo e otimizagdo dot-ELISA com a proteina de fuséo
MT10.3:MPT64 para IgA e IgG em soro e FP.

Foram utilizadas as mesmas diluicbes para os espécimes clinicos, anticorpos
e Ags (MT10.3:MPT64, F2 e PPES9) do teste de ELISA convencional padronizado
(tabela 1, pagina 42). Este teste foi realizado apenas com os Ags que foram melhor
reconhecidos por IgA e IgG em soro ou FP.

Os resultados globais da padronizacdo estdo mostrados na figura 38.
Reatividade entre pools de pacientes com TBpl e OPL de soro e FP, foram obtidas
para MT10.3:MPT64-lgG e -IgA, respectivamente, bem como para as outras
proteinas. Entretanto, melhores reatividades de IgA e IgG foram obtidas,
respectivamente, com o FP e soro para a proteina fusionada MT10.3:MPT64, sendo
esta reativa ao TBpl, mas ndo ao OPL (figuras 32C, D, E, F, pagina 74). Para IgA em
soro a proteina de fusdo ndo demonstrou bons parametros de padronizacédo, sendo
reativa a ambos em grupos testados (figura 39A). As outras proteinas PPE59 e F2
embora reativas ao TBpl, também mostraram reacéo inespecifica no pool de OPL
(figura 32, pagina 74) e, portanto, foi descontinuado sua utilizagdo nesse teste.
Assim, MT10.3:MPT64 foi a proteina de escolha para demonstrar conceitualmente
ser um marcador Gtil para desenvolver um teste rapido e pratico para auxiliar o

diagnéstico da TBpl.
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Figura 32 - Padronizacdo do dot-ELISA com diluicbes seriadas de pools de fluidos
pleurais e soro de pacientes com tuberculose pleural (pool*) e outras pleurisias (pool
), utilizando: A e B) a proteina de fusdo MT10.3:MPT64 (0,05 pg/mL), F2 (0,5 pg/mL)
e PPE59 (0,5 pg/mL) com diluicbes de pools de soro (1:50), na deteccdo de IgA
1:2.500 (Mt10.3:MPT64 e PPE59) e 1:5.000 (F2); C e D) a proteina de fuséo
MT10.3:MPT64 (0,5 pg/mL), F2 (1,5 pg/mL) e PPE59 (1,0 pg/mL) com diluicbes de
pools de FP (1:50 (MT10.3:MPT64 e F2) e 1:100 (PPE59)), na deteccdo de IgA
1:5.000; E e F) a proteina de fusdo MT10.3:MPT64 (1,0 pg/mL), F2 (1,5 pg/mL) e
PPES59 (1,0 pg/mL) com diluicdes de pools de FP (1:50 (MT10.3:MPT64 e PPES9) e
1:200 (F2)), na deteccao de IgG 1:10.000 (Mt10.3:MPT64 e PPE59) e 1:20.000 (F2).
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5.2.2 Resultados dot-ELISA com a proteina de fusdo MT10.3:MPT64 para IgA e

IgG em soro e FP.

Foram utilizadas amostras de soro e FP de 68 pacientes com derrame pleural
atendidos no Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE), anteriormente testados
para o ELISA “in house” convencional, dos quais 29 foram diagnosticados com TBpl
e 39 com OPL.

Na deteccdo de IgA-MT10.3:MPT64 no FP, o dot-ELISA mostrou reagéo
positiva em todos os 29 pacientes com TBpl testados. Por outro lado, 3/39 (7,6%)
pacientes OPL (pacientes 16, 19 e 51) apresentaram baixa reacdo positiva,
entretanto, vale ressaltar que o paciente 51 diagnosticado com insuficiéncia cardiaca
também apresentou positividade no teste ELISA “in house” na decteccdo de IgA em
FP (figura 33 e tabela 9, paginas 76 e 79). Os pacientes 16 e 19 diagnosticados com
insuficiéncia renal e LES, respetivamente, ndo apresentaram deteccdo positiva de
IgA no teste de ELISA em FP, entretanto, vale destacar que o paciente 19 foi o Unico
do grupo OPL vacinado com duas doses da BCG. Por outro lado, o dot-ELISA IgA-
MT10:MPT64 no FP foi capaz de identificar 4 pacientes TBpl que tiveram resultados
negativos no ELISA IgA em FP para a mesma proteina (tabela 9, pagina 79). Dessa
forma, o dot-ELISA IgA-Mt10.3:MPT64 apresentou 6tima sensibilidade (100%), mas
com ligeira diminuicdo da especificidade (92,3%). Isto torna IgA-MPT64:MT1-.3 um
excelente biomarcador de triagem rapida na TBpl.

74



dot-ELISA FP IgA-MT10.3:MPT64

06 11 16 21 26
07 12 17 22 27
08 13 18 23 28

09 14 29

10 15 30

40
41

"
43 52 57
46 53 [ 58

Figura 33 — Resultados individuais do dot-ELISA IgA-MT10.3:MPT64 em FP de
pacientes com tuberculose pleural (TBpl) e outras pleurisias ndo TB (OPL). Os
nameros laterais correspondem a identificagdo dos pacientes. TBpl = pacientes 01-
10 e 21-39; OPL = pacientes 11-20 e 40-74.
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Na deteccao de 1IgG-MT10.3:MPT64 no soro, todos os 29 pacientes com TBpl
testados também apresentaram positividade no ensaio dot-ELISA. Entretanto, 5,5%
(2/36) dos soros de OPL mostrou reagao positiva (pacientes 48 e 68). Ambos foram
diagnosticados com neoplasia, sendo que estes pacientes também apresentaram
positividade no teste ELISA “in house” para IgG no soro (figura 34 e tabela 9,
paginas 78 e 79). Vale destacar que o dot-ELISA 1gG-MT10:MPT64 no soro mostrou
reacao positiva em 14 pacientes TBpl que tiveram resultados negativos no ELISA
IgG em soro para a mesma proteina de fusdo (tabela 9, pagina 79). O dot-ELISA
IgG-MT10:MPT64 mostrou excelente sensibilidade (100%), e boa especificidade
(94,8%). Assim, o dot-ELISA aqui desenvolvido para deteccdo de IgA em FP e IgG
em soro para a proteina MT10:MPT64, se mostrou promissor como um excelente

teste rapido de trigem para deteccao de TBpl.
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dot-ELISA FP IgG -MT10.3:MPT64

01 11 16 21 26
02 12 17 22 27
03 13 18 23 28
04 14 19 24 29
05 15 20 25 30
36 40 B 47 54 65
57 411-_ | 48 55 66
38 51 56 67
39 520 57 68
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Figura 34 — Resultados individuais do dot-ELISA 1gG-MT10.3:MPT64 em soro de
pacientes com tuberculose pleural (TBpl) e outras pleurisias ndo TB (OPL). Os
nameros laterais correspondem a identificagdo dos pacientes. TBpl = pacientes 01-
10 e 21-39; OPL = pacientes 11-20 e 40-74.
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Tabela 9 — Resultados individuais dos testes ELISA “in house” e dot-ELISA para o diagnéstico de TBpl nos pacientes com suspeita da

doenca, e seus respectivos diagnosticos reais finais definidos pelo HUPE.

2 Teste de ELISA in house” dot-ELISA dot-ELISA Diagnéstico final | g Teste de ELISA "in house” Jot-ELISA Jot-ELISA Diagnéstico final
= (diluigdo da amostra) IgA- lgG- definido por testes | § (diluigo da amostra) IGA-(FP 1:50) | IqG~{soro 1:50) definido por testes
‘S| IgA-(FP 1:50) lgG-(soro 1:50) (FP 1:50) (soro 1:50) convencionaisno | § IgA-(FP 1:50) lgG-(soro 1:50) MgT1 0 3'MPT6 4 I\ZT1 0 3'MP'T6 y convencionais no
Q. | MT10.3:MPT64 | MT10.3:MPT64 | MT10.3:MPT64 | MT10.3:MPT64 HUPE* & | MT10.3:MPT64 | MT10.3:MPT64 - - HUPE*

01 + + + + + 35 + + + +

02 - + + + + 36 + + + +

03 + + + + + 37 + + + + +

04 + + + + + 38 + . + + +

05 + + + + + 39 + + + + +

06 + + + + + 40

07 + + + + 41

08 + + + + 42

09 + + + + 43

10 + + + 46

11 - 47 - -

12 - 48 . + . +

13 - 51 + +

14 - 52

15 - 53

16 + 54

17 55

18 - 56

19 + 57

20 - - - - - 58

21 + + + + + 59

22 + + + + + 60

23 + - + + + 61

24 + + + + + 62

25 + + + 63
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26 + + + + + 65 - - . .

27 + - + + + 66 - - - .

28 + . + + + 67 - -

29 + + + + + 68 + - + -

30 + - + + + 69 - - . .

31 - - + + + 71 - - - -

32 + - + + + 72 - - . .

33 + - + + + 73 - - . .

34 + - + + + 74 - - - -
Em vermelho: diagnostico positivo para TBpl. + = positivo para TBpl; - = negativo para TBpl. * = diagndéstico real e final dos pacientes definido pelos médicos do

HUPE, obedecendo os critérios de definicdo de casos.
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5.3 Validacdo do ELISA “in house” na deteccédo da resposta humoral para os
Ags MT10.3:MPT-64 e F2 como teste promissor em pacientes com

derrame pleural:

De julho de 2017 até novembro de 2018, foram coletadas amostras de
sangue e FP de 16 pacientes adultos apresentando derrame pleural sob
investigacdo, atendidos por demanda espontdnea no Hospital Universitario Pedro
Ernesto. O soro e o FP foram submetidos a avaliacédo pelo teste de ELISA e cego
guanto ao diagnadstico de TBpl, para os Ags MT10.3:MPT64 e F2.

5.3.1 Validagdo do ELISA IgG e IgA-MT10.3:MPT64 e F2 “in house” para o
diagnostico da TBpl.

Todos os pacientes foram submetidos ao teste de ELISA para o diagnéstico
de TBpl, em estudo cego, visando estimar o valor preditivo versus os testes
convencionais da rotina do HUPE. Foram utilizados os mesmos parametros de
ELISA padronizados anteriormente, bem como os “cut offs” que apresentaram
maiores sensibilidades e especificidades, sendo estes: IgA-MT10.3-MPT64 [FP (1:50
e 1:200)], IgA-MT10.3-MPT64 [Soro (1:50)], IgG-MT10.3-MPT64 [FP (1:200)]; IgG-
MT10.3-MPT64 [Soro (1:50)] e IgA-F2 [FP (1:50)]. A figura 35 e a tabela 10 (paginas

82 e 83, respectivamente) mostram os resultados obtidos.
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Figura 35 — Distribuicdo da resposta humoral na deteccdo de IgA e IgG, reativas a
(A) proteina de fusdo MT10.3:MPT64, de liquido pleural (1:50 e 1:200) e soro (1:50)
e a (B) quimera proteica F2, de 16 pacientes com suspeita de tuberculose pleural
(TBpl) ------ Linha pontilhada representa o cut off do teste previamente estabelecido.
e = paciente 01; m = paciente 02; A= paciente 03; ¢ = paciente 04; V¥ = paciente 05;
* = paciente 06; X = paciente 07; + = paciente 08; <-= paciente 09; [ = paciente
10; O = paciente 11; A = paciente 12; » = paciente 13; = paciente 14; ¥ =
paciente 15; | = paciente 16.

Conforme demonstrado na tabela 10 (pagina 83), o ELISA MT10:MPT64-IgA
no FP (1:50 e 1:200) apresentou resultados positivos, acima do “cut off’, em 12/16
pacientes (pacientes 01, 02, 03, 05, 06, 07, 08, 10,11, 13, 15 e 16), enquanto no
soro, apenas 3/16 pacientes (02, 03 e 07) apresentaram resultados positivos. Para
IgG-MT10:MPT64, respostas acima do “cut off” foram obtidas em quatro (02, 03, 06
e 07) e cinco (02, 03, 06, 07 e 10) pacientes, em FP e soro, respectivamente. Nos
FP, positividade de IgA-F2 foi encontrada em 11 pacientes (01, 02, 03, 05, 06, 07,

10, 11, 13, 15 e 16). Por outro lado, apenas 5/13 (38,4%) pacientes apresentaram
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resultados positivos no ADA (pacientes 02, 03, 07, 10 e 11). Os pacientes 04, 09, 12
e 14 n&o apresentaram resposta positiva para nenhum dos testes de ELISA e ADA.

Tabela 10 — Resultados individuais dos testes ELISA “in house” para o diagnostico
de TBpl, nos pacientes com suspeita da doenca sem diagndéstico confirmado.

Pacientes Teste de ELISA (diluigdo da amostra)
(Simbolo) IgA-(FP) IgA-(soro) IgG-(FP) IgG-(soro) ADA
MT10.3MPT64 | MT10.3:MPT64 | F2 | MT10.3MPT64 | MT10.3:MPT64 | MT10.3MPT64 | () )
(1:50) (1:200) (1:50) (1:50) (1:200) (1:50)
Cut off—»| 0.658 0.385 0.542 1.267 0.616 0.891 >40
01 () 0,934 0,478 1,451 1,262 0,595 0,706 38,4
02 (m) 0,661 0,415 0,898 1,395 0,749 1,203 42,9
03(A) 1,375 0,975 0,550 1,637 0,733 0,913 67,5
04 (#) 0,627 0,358 0,244 0,482 0,424 0,428 13,3
05 (V) 0,906 0,582 0,658 0,604 0,495 0,799 18,7
06 (%) 0,702 0,415 1,052 1,175 1,170 1,562 32,4
07 (X) 1,499 1,132 2,167 1,564 1,178 1,892 738
08 (+) 1,035 0,588 0,061 0,685 0,315 0,378 245
09 (<) 0,241 0,130 0,327 0,566 0,260 0,547 3,2
10 (O) 1,702 1,419 1,567 0,684 0,274 0,968 115,9
11(O) 0,903 0,602 0,872 0,649 0,534 0,664 57,3
12(4) 0,485 0,257 0,524 0,655 0,333 0,603 8,7
13 () 0,849 0,515 0,699 0,629 0,175 0,494 35,6
14 (X)) 0,579 0,268 0,106 0,765 0,394 0,415 SR
15 (36) 0,796 0,651 0,896 0,648 0,330 0,454 SR
16 (L) 1,429 0,989 1,332 0,643 0,403 0,836 SR

Resultados dos niveis médios de IgA e IgG em densidade 6ptica (D.0O.), individuais de cada paciente
TBpl: pacientes com tuberculose pleural. Em vermelho: resposta positiva (acima do cut off) no ELISA.
SR = sem resultado.

Como ja é sabido na literatura, utilizar diferentes Ags e Acs pode aumentar o
desempenho dos testes diagnosticos. Considerando a combinag¢do dos resultados
obtidos com os 68 pacientes TBpl e OPL avaliados, anteriormente, pelo ELISA “in
house”, definimos como diagnéstico positivo para TBpl aqueles que apresentaram
resultados positivos de IgA para a combinatdria dos ensaios FP-IgA-MT10.3:MPT64
(1:50) /-F2 (1:50), bem como sua combinagcdo com a ADA. Assim, combinando estes

resultados, os mesmos 12/16 (75%) pacientes com suspeita da doenca
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permaneceram positivos. Os quatro pacientes (04, 09, 12 e 14) que nao
apresentaram resposta positiva de IgA, foram classificados como pacientes nao
portadores de TBpl. O teste de ELISA, portanto, apresentou um poder de
identificacdo maior para TBpl do que o ADA (tabela 11, pagina 84). Estes resultados
oriundos do estudo cego de diagnostico imunoenzimatico da TBpl foram
comparados a classificacdo diagndstica final do HUPE. Os resultados do HUPE
identificaram 10/16 pacientes com TBpl, os quais foram corroborados nos resultados
combinados de ELISA IgA-MT10.3:MPT64/-F2 ou usando apenas ELISA IgA-
MT10.3:MPT64. Aparentemente o ELISA forneceu dois resultados falso positivos
(pacientes 05 e 08), mas de acordo com as informacgdes clinicas e sociais, estes
pacientes eram contatos de TB. Portanto, o ELISA IgA-MT10.3:MPT64 permanece

candidato a um teste de triagem rapido para TBpl.

Tabela 11 — Resultados individuais e/ou combinados dos testes ELISA ‘in house” e
ADA em pacientes com suspeita clinica de tuberculose pleural, e seus respectivos
diagnésticos finais definidos pelo HUPE por testes convencionais.

. ELISA FP IgA (1:50) - Combinaggo | ~ . .
Pacientes MT10.3:M%T6(4/F; ADA ELISA 1 ADA D'af?:;’lsf'co
01 + - + +
02 + + + +
03 + + + +
04 : ; §
05 + - + -
06 + + +
07 + + +
08 + - +
09 ;
10 +
11 +
12 : :
13 + - + +
14 ; SR ;
15 ¥ SR n
16 + SR +

+: diagnostico positivo para TBpl. -: negativo para TBpl. SR = sem resultado. * = diagndstico final dos pacientes
definido por testes laboratoriais convencionais e por exame clinico no HUPE, obedecendo os critérios de
definicdo de casos.

83



5.4 Avaliacdo da resposta imune celular em fluido pleural e sangue total em

pacientes com derrame pleural.

Conforme descrito no item 5.3, de julho de 2017 até novembro de 2018,
foram coletadas amostras de sangue e FP de 16 pacientes adultos apresentando
derrame pleural sob investigacdo, atendidos por demanda espontanea no Hospital
Universitario Pedro Ernesto. As PBMC e FPMC obtidas foram estimuladas com os
antigenos alvos e os sobrenadantes de cultura foram estocados a -70°C, para

posterior dosagem de citocinas.

5.4.1 Caracteristicas da populacdo do estudo da deteccéo de citocinas.

A maioria dos pacientes TBpl eram de etnia branca e parda (4/10, 40%,
respectivamente), sem historico prévio de TB (9/10, 90%) e HIV negativos (7/10,
70%). Entre os 6 pacientes controles, sem diagndstico para TBpl, apenas dois
tinham diagndsticos definidos para outras OPL, céncer e insuficiéncia cardiaca,
respectivamente.

Os principais dados clinicos, laboratoriais e epidemiolégicos dos grupos
arrolados no estudo estdo descritos na tabela 12 (pagina 86). Os individuos com
OPL eram mais idosos (p <0,024). O grupo TBpl apresentou homogénea distribuicéo
guanto ao sexo (50%, respectivamente), ndo apresentando diferenca significativa
em relacdo ao controle. Apenas um paciente do grupo TB relatou histérico prévio de
TB (1/10, 10%). Diferenca significativa foi observada nos niveis de ADA de pacientes
TBpl (57,98 + 27,93), que foram mais elevados que nos participantes do grupo OPL
(13,68 £ 8,32, p<0.001). Apenas 2/10 (20%) pacientes TBpl e 1/6 (16,7%) do grupo
nao TB n&o realizaram o teste de ADA. Assim, neste grupo a pesquisa de ADA no
FP mostrou moderada sensibilidade e especificidade (50%, 5/10 e 83,3%, 5/6), ,
respectivamente. Sensibilidades decrescente foram obtidas para os resultados
histopatolégicos em fragmento pleural (50%, 5/10 e 66,6%, 4/6), cultura de FP (10%,
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1/10 e 50%, 3/6) e na pesquisa BAAR no FP (0%, 0/10 e 100%, 6/6), e
especificidade >50%, respectivamente.

Tabela 12 — Dados clinicos, laboratoriais e epidemiolégicos dos participantes com
tuberculose pleural (TBpl) e individuos ndo TB (controles).

Variaveis TBpl Controle
n=10 (62.5%) n=6 (37.5%)

Idade (média + DP) 46,20+19,67 71,6714 ,43*

<50 anos 4 (40) 0

> 50 anos 6 (60) 6 (37,5)
Sexo

Feminino 5(50) 4 (66,6)

Masculino 5(50) 2(33,3)
Etnia

Branco 4 (40) 3(50)

Negro 2(20) 1(16,7)

Pardo 4 (40) 2(33,3)
Vacinagdo BCG:

Positivo 5(50) 2(33,3)

Negativo 5(50) 4 (66,7)
Uso de bebida alcodlica:

Positivo 3(30) 1(16,7)

Negativo 7(70) 5(83.3)
Fumante atual:

Positivo 1(10) 1(16.7)

Negativo 9(90) 5(83.6)
ADA (média + DP) 57,98+27,93* 13,68+48,32

Positivo 5(50) 0

Negativo 3(30) 5(83.3)

Sem informagéo 2 (20) 1(16,7)
BAAR FP

Positivo 0 0

Negativo 8 (80) 6 (100)

Sem informagéo 2 (20) 0
Cultura (FP)

Positivo 1(10) 0

Negativo 7(70) 3 (50)

Sem informagéo 2 (20) 3 (50)
Exame citopatolégico (FP)

Sugestivo de TB 1(10) 0

Né&o especifico 0 1(16,7)

Sem informagéo 9 (90) 5(83,3)
Exame histopatolégico (fragmento de
pleura)

Sugestivo de TB 5(50) 1(16,7)



Negativo 0 4 (66,6)

Sem informagao 5(50) 1(16,7)
Histérico prévio de TB

Positivo 1(10) 0

Negativo 9 (90) 6 (100)
Outras morbidades

Cancer 0 1(16,7)

Insuficiéncia cardiaca 0 1(66,6)

Sem informagéo 0 4(16,7)
Sorologia HIV

Negativo 7(70) 2(33,3)

Sem informagéo 3(30) 4 (66,7)

* p <0,05. DP - Desvio Padrao. ADA - cutoff da adenosina deaminase > 40 U/L, TBpl: pacientes com
tuberculose pleural; OPL: pacientes que apresentam outras doencas pleurais ndo relacionadas a TB.
LES: lupus eritematoso sistémico. Nota: No Brasil, pardo significa uma mistura de etnicidades
européias, negras e amerindias. HIV: virus da imunodeficiéncia humana

5.4.2 Producéo de citocinas Thl, Th2 e Th17 por PBMC e PFMC de pacientes
com derrame pleural em resposta aos antigenos PstS1,gs.374:CFP10 e
ESAT6:CFP10

Foram utilizadas amostras de sangue periférico e FP de 10 pacientes
diagnosticados com TBpl e 6 (37,5%) classificados como nao TBpl ou controle (C). O
controle (C) foi assim denominado por embora ndo possuirem diagnéstico definido
para outras OPL, detinham diagnéstico excludente de TB. A tabela 13 (pagina 94)
mostra as médias e desvio padrdo resultante da dosagem de citocinas (pg/mL), in
vitro, produzidas por PFMC e PBMC estimuladas com os diferentes Ags propostos
entre os grupos TBpl e C.

Como o IFN-y é o principal produto da resposta imune por células Th1 e é
considerado necessario na protecédo contra a infeccao por Mtb, testamos se no local
da infecgdo (PFMC) se produz mais IFN-y em resposta aos estimulos PstS1zgs.
374)CFP10 e ESAT-6:CFP-10. A produgédo in vitro de IFN-y pelas PFMC foi
significativamente maior no grupo TBpl para o antigeno PstS1(gs.374:CFP10 em
relacdo ao grupo C (1156 = 2001 vs 26,62 + 37,42, p=0,023), bem como em relagéo
as suas respectivas culturas de PBMC (31,45 + 55,34 vs 0,055 + 0,134; p=0,022).
Diferentemente, producdo média de IFN-y para as PFMC primadas com o ESAT-
6:CFP10 (1493 + 2214 vs 22,27+ 52,82, p = 0,057) apresentou significaAncia
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borderline. E importante notar que a média de IFN-y produzida por PFMC de
pacientes TBpl (1156 + 2001) estimulados por PstS1gs.374):CFP10 foi ligeiramente
menor comparada com as estimuladas com ESAT-6:CFP10 (1493 + 2214), embora
sem diferenca estatisticamente significativa (p=0,982). Médias significativamente
diferentes e menores foram obtidas para IFN-y produzido por PBMC de pacientes
TBpl vs C (31,45 + 55,34 vs 0,055 * 0,134, p=0,037) primadas com 0 PstS1gs.
374)CFP10 ou por ESAT6:CFP10 (182,2 + 276,0 vs 0, p=0.026), Notou-se que,
embora a producdo tenha sido baixa, houve diferenca significativa de IFN-y
produzido por PFMC em relac&o as culturas de PBMC do grupo C estimuladas com
0 Ag PstS1gs5.374:CFP10 (p=0,015). Embora as médias tenham sido baixas, o grupo
TBpl apresentou producédo significativamente maior de IFN-y em comparacdo ao
grupo C, em culturas de PBMC estimuladas com ambos os Ags (p<0,022). Em
consonancia com o IGRA comercial, 0 ESAT-6:CFP10 mostra-se mais especifico na
PBMC, e producdo média de IFN-y mais baixa (figura 36 e tabela 13, paginas 86 e

93, respectivamente).
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Figura 36 - Produgéo in vitro de IFN-y por células mononucleadas do liquido pleural
(PFMC) e do sangue periférico (PBMC) de controles (C, n=6) e pacientes com
tuberculose pleural (TBpl, n=10) em resposta aos antigenos micobacterianos
PstS1285.374)CFP10 e ESAT-6/CFP-10. *diferenca estatisticamente significativa de
(p=<0,05)
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Respectivamente, baixa ou nenhuma producdo de IL-4, foi observada em
PFMC e PBMC nos grupos TBpl e controles para os antigenos PstS1zgs.374):CFP10
e ESAT-6:CFP10. A resposta da citocina IL-2 produzidas pelas PFMC em TBpl

foram mais elevadas, para ambos os antigenos (figura 37 e tabela 13 na pag 93).
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Figura 37 - Resposta das citocinas IL-2 e IL-4 in vitro, de 10 pacientes com
tuberculose pleural e 6 controles, produzidas pelas células mononucleadas do
liquido pleural (PFMC) e do sangue periférico (PBMC) aos antigenos PstS1gs.
374):CFP10 e ESAT-6/CFP-10.
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As PFMC de 50% e 40 % dos pacientes TBpl produziram IL-6 mais elevado
sob os estimulos de PstS1gs.374:CFP10 e ESAT-6/CFP-10, quando comparados
aos controle, respectivamente. Para os C apenas 16% apresentaram resposta de
IL-6, embora sem diferenca média significativa. As PBMC resultaram em produc¢éo
de IL-6 menos especifica entre 0s grupos, para ambos os antigenos (p > 0,334)

(figura 38 e tabela 13 na pag 93).
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Figura 38 — Producdo in vitro de IL-6 pelas células mononucleadas do liquido pleural
(PFMC) e do sangue periférico (PBMC) de controles (C, n=6) e pacientes com
tuberculose pleural (TBpl, n=10) em resposta aos antigenos micobacterianos
PstS12g5-374):CFP10 e ESAT-6/CFP-10.

89



Producao de IL-10 aumentada em 40% dos TBpl foi associada ao estimulo de
PFMC com o Ag ESAT-6:CFP-10, quando comparado aos controles, porém sem
diferenca média significativa (p=0.3874). Por outro lado, este antigeno ndo € capaz
de induzir IL-10 a partir de PBMC em nenhuma das pleurites estudadas (TBpl e C).
O estimulo produzido pelo Ag PstS1gs.374:CFP10 em PFMC e PBMC resultaram
inespecificos (p>0.226). Nota-se que as PFMC e PBMC do grupo C apresentaram
resposta média de IL-10 ao estimulo PstS1gs.374:CFP10 significativamente maior
comparado aquelas primadas com Ag ESAT-6:CFP10 (p=0,04). Portanto, culturas
de PFMC apresentaram uma maior producdo média de IL-10 do que as culturas com

PBMC, principalmente para o Ag ESAT6:CFP-10 (figura 39 e tabela 13 da pag93).
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Figura 39 - Producéo in vitro de IL-10 pelas células mononucleadas do liquido
pleural (PFMC) e do sangue periférico (PBMC) de controles (n=6) e pacientes com
tuberculose pleural (TBpl) (n=10) em resposta aos antigenos micobacterianos
PstS1285.374))CFP10 e ESAT-6/CFP-10. * diferengas estatisticamente significativa de
acordo com p<0,05.
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TNF tende a estar discretamente aumentado em PFMC no grupo TBpl em
resposta a ambos os antigenos (p>0,097). Vale ressaltar que a média de TNF
produzidos pelas PFMC-TBpl (552,1 + 1242) foi maior comparada aos controles
(39,69 + 95,48) para o0 Ag ESAT-6:CFP10, embora sem diferenca significativa para o
grupo nao-TB (p=0,158) e para as culturas de PBMC (p=0,4017) (figura 40 e tabela
13, paginas 92 e 93, respectivamente). Baixa producdo de TNF foi observada em
PBMC para ambos os Ags. Diferenca borderline na producdo de TNF por PBMC
estimuladas com ESAT6:CFP10 foi obtida associada ao grupo TBpl quando
comprado ao grupo controle (48,95 + 90,73 vs 0,803 + 1,968, p=0,053) (figura 40 e
tabela 13 da pag93).
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Figura 40 - Producdo in vitro de TNF pelas células mononucleadas do liquido pleural
(PFMC) e do sangue periférico (PBMC) de controles (n=6) e pacientes com
tuberculose pleural (TBpl) (n=10) em resposta aos antigenos micobacterianos
PstS185-374):CFP10 e ESAT-6/CFP-10.
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A resposta de células Thl é sabidamente significativa na resposta imune na
TB, mas adicionalmente as células Thl7 também s&do necessarias. Ao avaliar a
producéo de IL-17A observou-se, no grupo TBpl, tendéncia a aumento na produgao
pelas PFMC em resposta a ambos os Ags, porém sem diferenca estatisticamente
significativa. Para o estimulo com o antigeno PstS1gs.374:CFP10, produgéo
ligeiramente diminuida de IL-17A em PFMC foi encontrada no grupo TBpl, porém
sem diferenca significativa em relacdo ao ESAT6:CFP10 (p=0,741). Nao foi
evidenciado producéo de IL-17A nas culturas de PBMC de ambos os grupos, uma
vez que, apenas um paciente TBpl apresentou nivel de IL-17A <100 pg/mL quando
estimuladas com PstS1(gs5374CFP10. N&o houve diferenga significativa na
producdo de IL-17A entre as culturas de PFMC e PBMC (Figura 41 e tabela 13,
paginas 93).
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Figura 41 - Producéo in vitro de IL-17A pelas células mononucleadas do liquido
pleural (PFMC) e do sangue periférico (PBMC) de controles (n=6) e pacientes com
tuberculose pleural (TBpl) (n=10) em resposta aos antigenos micobacterianos
PStSl(285_374):CFP10 e ESAT-6/CFP-10.
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Tabela 13 — Niveis de citocinas Th1/Th2/TH17 (pg/mL) determinados por ensaio
CBA, produzidos por células mononucleasa do fluido peural (PFMC) e do sangue
periférico (PBMC) estimuladas com 0os Ags PstS1»gs.374:CFP10 e ESAT6:CFP10, de
pacientes com tuberculose pleural (TBpl) e individuos ndo TB (controles).

Citocinas (células TBpl (n=10) Controle (n=6) p valor!
produtoras) Média + DP Média + DP

PstS1285.374:CFP10
IL-2 (PFMC) 126,5 + 311,8 1,41+ 2,0 0,700
IL-2 (PBMC) 0,6778+ 1,34 0 0,485
IL-4 (PFMC) 0 0 > 0,999
IL-4 (PBMC 0 0 > 0,999
IL-6 (PFMC) 1696 + 2035 850,2 + 2033 0,334
IL-6 (PBMC) 3323 + 2404 4167 + 2041 0,508
IL-10 (PFMC) 4549 + 1081 97,51 +£132,3 0,634
IL-10 (PBMC) 249,1  277,0 1652 +239,8 0,604
IFN-y (PFMC) 1156 + 2001 2662 +3742  0,023*
IFN-y (PBMC) 31,45 + 55,34 0,055+0,134  0,037*
TNF (PFMC) 270,5 + 390,8 1156 £240,6 0,097
TNF (PFMC) 72,61+ 137,0 17,29+2194 0,841
IL-17A (PFMC) 951,6 +1806 22,32 + 52,31 0,147
IL-17A (PBMC) 4787 + 142,0 0,380 +£0,930 0,485
ESAT-6:CFP10
IL-2 (PFMC) 94,08 + 228,9 2,57 + 347 0,809
IL-2 (PBMC) 3,789 + 8,229 0,735 +1,48 0,655
IL-4 (PFMC) 0 0 > 0,999
IL-4 (PBMC) 0 0 0,228
IL-6 (PFMC) 1148 + 1765 876,2 + 2023 0,775
IL-6 (PBMC) 2046 + 2344 1933 + 3813 0,704
IL-10 (PFMC) 789,0 + 2087 17,99+£3725 0,255
IL-10 (PBMC) 2,611 6,056 8,615 +15,68 0,383
IFN-y (PFMC) 1493 + 2214 22,27+ 52,82 0,057
IFN-y (PBMC) 182,2 + 276,0 0 0,026*
TNF (PFMC) 552,1 + 1242 39,69 +9548 0,158
TNF (PBMC) 48,95+ 90,73 0,803 + 1,968 0,053
IL-17A (PFMC) 1321 £ 2111 39,84+76,63 0,552
IL-17A (PBMC) 1,523 + 4,342 0 0,485

Niveis médios de citocinas em pg/mL e seus desvios padrdo (DP). * Diferenca significativa da
producéo de citocinas entre os grupos e entre 0s antigenos testados foi calculada pelo teste de Mann
Whitney (p<0,05%).
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O diagnéstico de TB ¢é dificil e lento, principalmente em casos
extrapulmonares, onde os sintomas clinicos sédo inespecificos e os espécimes para
diagnostico séo de dificil obtencdo (RODGER et al., 2003). Portanto, ainda se fazem
necessarios testes rapidos, simples, de baixo custo e de acuracia adequada, que
auxiliem no diagndstico rapido e acurado das diferentes formas clinicas da TB,
podendo ser facilmente implementados em programas de saude publica. Entretanto,
deve-se ter em mente que o diagndstico da TB e principalmente da TB paucibacilar
devera ser feito no contexto dos diferentes métodos existentes, devido a
complexidade da doenca, do bacilo e da resposta imune do hospedeiro.
Considerando que a imunidade mediada por células e por Ac desempenham papel
importante nas infec¢cbes por Mtb (WILLIAMS et al., 2004), é provavel que a TB
esteja associada com a producdo de biomarcadores no local da infeccdo, bem como
em espécime clinico mais simples, o soro. A identificagdo de possiveis
biomarcadores suficientemente acurados para o diagnostico se somard aos outros
meétodos na luta para auxiliar na determinacao da etiologia dos exsudatos pleurais.

Os testes baseados na resposta imune embora considerados promissoras
alternativas no diagnéstico auxiliar da TB, sua aplicabilidade na rotina diagnéstica
ainda é incerta. Os testes soroldgicos possuem simplicidade tecnoldgica e podem
ser acoplados aos servicos de saude de menor complexidade; podem ser
formatados para testes do tipo POC, além de permitir a rapida liberacdo dos
resultados, o que pode ser feito em poucas horas ou em poucos minutos, se
adaptado a plataformas imuno cromatogréaficas ou de micro chips, na pratica clinica
(FENG et al., 2014; BAUMANN et al., 2014; JENUM et al., 2016). A pesquisa de Ac
para o diagnéstico da TB vem recuperando seu espago nos ultimos anos e estudos
tém evidenciado o importante papel da resposta imune humoral na infec¢cdo contra
Mtb (KAISERMANN et al., 2005; SILVA et al., 2008; SARDELLA et al.,, 2008;
BEZERRA et al., 2009; ARAUJO et al., 2010; STEINGART et al., 2012; SARDELLA
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et al.,, 2014; SARDELLA et al., 2015; MULINARI, 2016; AMICOSANTE et al., 2017,
BAI et al., 2018; TARHAN, 2018; WANG et al., 2018).

No ano de 2011, a OMS declarou que a utilizacdo de testes soroldgicos,
comercialmente disponiveis, ndo apresentava acuracia suficiente para o diagnoéstico
da TB e, portanto, sem utilidade para substituir os métodos diagndsticos tradicionais
(WHO, 2011). Isso ndo impede ou desmerece as pesquisas desenvolvidas neste
campo, pois ainda se faz necessario maior conhecimento sobre os diversos Ags de
Mtb e seu uso potencial em novas tecnologias diagndsticas, bem como em vacinas.
Recentemente, o Prof Harinath publicou um editorial em que fala a favor do povo
indiano que sofre de TB e hanseniase, muitos deles vivendo em a&reas rurais,
declarando que um Unico teste ndo respondera a todas as questdes colocadas pelos
clinicos e agentes de saude publica (HARINATH, 2017). Assim, considerando a
dificuldade em diagnosticar rapidamente a TB, os métodos imunologicos podem ser
Uteis como testes adjuvantes rapidos.

Hipdteses tém sido levantadas de que as proteinas ativamente secretadas
por Mtb, como MPT64 e MT10.3, sdo importantes na ativacdo da resposta imune por
serem as primeiras a interagir com o sistema imune do hospedeiro. As proteinas
MPT-64 e MT10.3 séo reconhecidas tanto por células Thl como Th2 e, portanto,
podem ser Gteis no imunodiagnéstico da TB e também candidata a molécula vacinal
para TB (KAISERMANN et al., 2005; TRAJMAN et al., 2008). No presente estudo,
embora tenhamos demostrado diferencas significativas entre 0os grupos para os Ags
separados MT10.3 e MPT-64, a sensibilidade foi baixa para ambos os espécimes
clinicos, mantendo alta especificidade (95%). A menor reatividade evidenciada no
FP para os Ags separados MT10.3 (20.7%) e MPT64 (24.1%) ndo era esperada e
esta em discordancia com relatos anteriores (72%) que avaliaram populagfes
portadoras de morbidades semelhantes as pleurisias encontradas no presente
estudo (KAISERMANN et al., 2005). Uma possivel explicacdo pode ser a
degradacéo dos Ags, uma vez que, os lotes eram antigos e sofreram varios ciclos de
congelamento e descongelamento. Por outro lado, para o soro, os resultados
corroboraram os relatados por Silva et al. (2008), onde mesmo avaliando a forma

pulmonar da TB, ambos os Ags separados nao apresentaram alta sensibilidade
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(<34,5%). Aléem disso, a menor reatividade destes Ags para IgA e IgG no soro
(incluindo para a PPE59) também foi detectada. Outra possivel explicacao € que, no
presente estudo, 64% dos pacientes OPL apresentavam cancer e maiores niveis
meédios de IgA no FP e no soro, assim como IgG no FP, em comparacdo com outros
casos de OPL. Resultados falso-positivos no ELISA em pacientes com cancer de
pulmdo foram relatados por outros autores (VAN VOOREN et al., 1990;
KAISERMANN et al., 2005). No Brasil, estimativas para 2018-2019 indicam a
ocorréncia de cerca de 600.000 novos casos de cancer, dos quais aproximadamente
10% seréo apresentados no estado do Rio de Janeiro (INCA, 2018). No presente
estudo, maior propor¢cdo de pacientes OPL com cancer foi observada em
comparacao com relatos anteriores (KAISERMANN et al., 2005). Isso pode estar
associado ao fato ser o HUPE um hospital terciario, que oferece atendimento de
salde especializado apds encaminhamentos de atencdo primaria e secundaria.
Portanto, trata-se de um hospital para grandes operagbes, consultas com
especialistas e composto de sofisticadas unidades de terapia intensiva, essenciais
para pacientes com cancer. Além disso, entre outras razdes, a reducéo das taxas de
natalidade e mortalidade, que indicam prolongamento da expectativa de vida e
envelhecimento da populagdo, levam a um aumento na incidéncia de doencas
cronico-degenerativas, especialmente céancer e doencas cardiovasculares (INCA,
2006). Coincidentemente, os casos de OPL com cancer eram de pacientes mais
idosos e a doenca cardiovascular era a segunda causa de morbidade. Assim,
investigar marcadores com potencial diferenciacdo da TBpl e OPL traz beneficios na
busca de novos biomarcadores de TB com valor para o diagnéstico baseado na
resposta imune.

Devido a heterogeneidade de reconhecimento dos antigenos pelos
individuos, sugere-se a utilizagdo de multiantigenos, bem como diferentes classes
de Ac, para aumentar o desempenho dos testes. Aqui, corroborando estudo anterior,
demonstramos que o uso do antigeno fusionado MT10.3:MPT64 é reconhecido por
Ac IgA em FP, com alta sensibilidade e especificidade, em nova coorte de TBpl. A

obtencdo do FP é relativamente menos invasiva que a biopsia, portanto, utilizacao
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desse espécime clinico em testes imunologicos, como ELISA, pode trazer beneficios
para o diagnastico auxiliar da TBpl.

Na resposta humoral, IgA é uma imunoglobulina predominante nas
mucosas/serosas, e também secretada no espaco pleural (PARSLOW, 1997),
entretanto, IgA contra os Ags micobacterianos foi também encontrada no soro de
pacientes com TB pulmonar (GLATMAN-FREEDMAN, 2003; BEZERRA et al., 2009;
SARDELLA et al., 2015). Zhao et al. (2017) sugeriram testes baseados em Ac no
plasma para identificar a infeccdo por Mtb do gendtipo Beijing. No presente estudo,
IgG e IgA resultaram em menor positividade no soro em comparacdo com o FP. No
entanto, a frequéncia de resultados positivos € maior do que a obtida em testes
microbiolégicos sendo, portanto Util na sua auséncia e de outros testes diagnosticos
convencionais, menos sensiveis. O uso de antigenos recombinantes fusionados em
testes diagndsticos constitui uma estratégia interessante para aumentar a
sensibilidade e a simplicidade. Foi descrito que a posi¢cdo dos genes na construcao
pode alterar a reatividade da molécula obtida (HOFF et al., 2007; ARAUJO et al.,
2010; SARDELLA et al., 2015). Neste estudo, a maior sensibilidade observada para
MT10.3:MPT64 pode estar relacionada a esse fato, uma vez que, a proteina de
fusdo expressa por genes em posi¢cao oposta a desta construgdo parece apresentar
baixa estabilidade e qualidade (comunicag&o pessoal).

Em nosso estudo, o acréscimo de NaCl 0,3M ao tampé&o de diluicdo das
amostras clinicas e conjugado IgA, e o uso de maior quantidade de Tween nas
lavagens, durante a padronizagdo do ELISA para o reconhecimento da fuséo
MT10.3:MPT64 em FP e soro, ndo conferiu melhor especificidade ao teste, como
sugerido por Araudjo et al. (2010). Melhor especificidade e reprodutibilidade dos
resultados foram obtidos com o tampao comumente utilizado no ELISA “in house”,
ou seja, sem acréscimo de NaCl e tween. Assim, para deteccdo de IgA, em FP e
soro, contra a proteina de fusdo MT10.3:MPT64 sugerimos que o0 teste
imunoenzimético deve ser realizado nas condigbes descritas neste trabalho.
Entretanto, curiosamente, a utilizacdo dos tampdes sugeridos por Araudjo et al.
(2010), otimizou os resultados na deteccdo de 1gG-MT10.3:MPT64, conferindo
melhor especificidade.
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A frequéncia de TBpl diagnosticada neste estudo foi menor do que a relatada
em outros estudos nacionais (KAISERMANN et al.,, 2005; ARAUJO et al., 2010).
Essa diferenca pode estar associada a melhora do programa de controle da TB em
unidades publicas de saude, refletindo a diminuicdo dos casos de TB nos ultimos
anos. No entanto, métodos diagnosticos alternativos ainda sdo necessarios para a
deteccdo da TBpl. Por exemplo, o exame histopatoldgico, referencia para biopsia
pleural, praticamente n&o foi realizado na amostragem atual, em comparagdo com
Araujo et al (2010). Pelo contréario, o diagnostico de todos o0s pacientes aqui
realizado, baseou-se principalmente na suspeita clinica e no teste diagndstico da
ADA, que produziu 79% de sensibilidade. Dentre as diluicbes de FP, ensaiadas
nesse estudo para o ELISA IgA-MT10.3:MPT64, 1:50 e 1:200, apresentaram maior
sensibilidade (86,2%) e especificidade (95%), resultados, estes maior que com as
proteinas MPT64 e MT10.3 testadas individualmente nesse estudo e em estudo
anterior (KAISERMANN et al. 2005), ambos com sensibilidades abaixo de 76% e
mantendo similar especificidade (95%). Esta diferenca de sensibilidade pode estar
relacionada a diferencas na exposicdo de epitopos da proteina na sua forma
fusionada, favorecendo assim o diagnéstico da TBpl (ARAUJO et al., 2010).

Quando analisamos de forma combinada, todas as diluicdes de FP testadas,
em relacdo a proteina de fusdo MT10.3:MPT64, a sensibilidade foi superior a 65%,
resultado este, proximo ao obtido em outro estudo com o exame histopatolégico em
bidpsia pleural (69,2 a 74%) (TRAJMAN et al., 2001; ARAUJO et al., 2010), que é
um teste invasivo, moroso e requer profissional especializado. Ainda importante,
conseguimos pela primeira vez, demonstrar diferenga significativa na detecgéo de
IgA e IgG para MT10:MPT64 no soro, bem como de IgG no FP de pacientes TBpl,
com boa sensibilidade e especificidade. O soro é um espécime menos invasivo e
sua possivel utilizacdo na busca de biomarcadores de TB, bem como sua aplicacao
em testes diagndsticos mais simples, com possivel identificacdo das diferentes
formas clinicas da doenca, traz beneficios na busca por uma identificacdo mais
rapida da infec¢cdo. Assim, nossos resultados sugerem que embora IgA forneca
menor positividade no soro, do que a foi obtida com a IgG-MT10:MPT64, poderia ser
empregada no diagnostico auxiliar da TBpl.
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Vale ressaltar que IgA-MT10.3:MPT64 (86,2%) e seus resultados combinados
com / -MPT64 ou / -F2 identificaram todos os pacientes TBpl neste estudo, exceto
um, que apresentou também resultado negativo no ADA e, apesar de ndo conseguir
identificar dois ou trés dos pacientes TBpl com ADA negativos, os testes imunes
aqui desenvolvidos melhoraram a deteccdo da pleurisia tuberculosa (89,6%). Os
resultados combinados para IgA-MT10.3 no FP (1:50): -MPT64 / -F2 e ADA
apresentam dupla vantagem, pois, além de aumentar a sensibilidade (96,6%), o FP
pode ser usado na mesma diluicdo para ambos os Ags fusionados quando em
comparacao com os resultados combinatorios de diferentes diluicbes de FP para
obter a mesma alta sensibilidade, tornando-os adequados como um componente de
teste diagndstico para auxiliar no diagnéstico de TBpl. Além disso, as combinacdes
dos resultados dos testes podem evitar a necessidade de uma biopsia pleural
durante o diagnéstico inicial e, como o teste imunolégico e a ADA sédo técnicas
rapidas de baixo custo, faceis de operar e aplicar nos sistemas publicos de saulde,
favorecem um diagnéstico auxiliar rapido de TBpl.

O teste da ADA é aplicado no diagndstico de rotina da TBpl na auséncia de
dados microbiolégicos e/ou histopatolégicos positivos com sensibilidade e
especificidade adequadas (MORISSON, NEVES, 2008; PORCEL, 2016; MOLLO et
al., 2017). Recentemente, autores sugeriram o0 uso de ADA em combinacdo com
outros testes diagndsticos, como os testes de liberacdo de IFN-y, e na busca por
novos biomarcadores (DHEDA et al., 2009; LI et al., 2015a; SHU et al., 2015; HE et
al., 2015; LI et al., 2015b; KIM et al., 2016; LIU et al., 2016). O presente estudo pode
fornecer um teste imune alternativo mais simples para a combinacéo com a ADA.

Como esperado, o0s exames histopatoléogicos demonstraram maior
sensibilidade do que os métodos microbioldgicos convencionais para o diagndstico
de TBpl, porém, menor em comparacao ao ELISA aqui proposto. No entanto, entre
0S pacientes com resultados negativos ou sem informagdo, o ELISA IgA-
MT10.3:MPT64 foi capaz de identificar a maioria dos pacientes com TBpl. A
deteccdo de anticorpos especificos para antigenos micobacterianos de TBpl, na
auséncia de informacdes ou resultados histopatologicos inespecificos, poderia

apoiar a hipotese de que, em alguns casos, o derrame pleural também pode ser
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causado pela possivel entrada de antigenos micobacterianos no espaco pleural,
estimulando a presenca de IgA neste local (SEISCENTO et al., 2006). Por outro
lado, poucos pacientes com OPL, e resultado falso positivo ao exame
histopatoldgico, apresentaram resultados positivos ao ELISA IgA-MT10.3:MPT64
(1/16, 6,2%).

Até o presente momento, ndo identificamos publicacbes que associam a
quimera proteica F2 ou a proteina PPE59 a deteccdo de IgA em FP de pacientes
com TBpl. Embora em pacientes com essa forma clinica, tenhamos demonstrado
diferenca significativa em FP para deteccédo de IgA-F2, a sensibilidade do teste foi
menor (44,8%), entretanto, comparavel a encontrada na bacterioscopia, com alta
especificidade (95%). Assim, considerando que o ELISA tem o potencial de ser
formatado em um teste “point-of-care” (POC), resultados semelhantes aos
encontrados em avaliacGes de bacterioscopia poderiam ser obtidos rapidamente. Os
ensaios no soro de TBpl, mostram diferenca média de reatividade, porém melhor
reatividade apenas para IgA em comparagcdo com 0S outros antigenos, com
sensibilidade acima de 50%, embora na TBpul esta foi evidenciada também para
IgG em estudo anterior (SARDELLA et al.,, 2014). Essa discordancia entre os
estudos pode estar relacionada as diferentes formas clinica da TB investigadas. E
possivel que a conformacao da proteina fusionada, onde o reposicionamento dos
fragmentos génicos levou a formacdo de novos epitopos e, consequentemente, 0
ofuscamento de outros, possa impactar positivamente no reconhecimento desse Ag
por IgA e IgG nos soros de pacientes com TB e TBpl. O reconhecimento de F2 por
um grupo de TBpl, nesse estudo, adicionou sensibilidade a combinagdo de
resultados usando ambos os antigenos de fuséo, para deteccdo de IgA em FP. Isto
pode ser explicado pela exposi¢do de outros epitopos nédo disponiveis na construgédo
completa do gene ou antigenos Unicos.

Estudos envolvendo a familia PPE na avaliacdo do potencial diagndstico nas
diferentes formas clinicas da TB ainda sao poucos. No presente estudo,
demonstramos pela primeira vez, diferencas significativas de reatividades médias na
deteccdo de IgA, utilizando a PPE59, em FP (diluido a 1:100) de pacientes com
TBpl. Embora com positividade menor que a obtida para a fusdo MT10.3:MPT64, a
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PPES59 mostrou relativo valor diagnostico. A funcéo desta proteina no metabolismo
ou seu papel evolutivo em Mtb é ainda desconhecida. Os soros dos TBpl mostraram
baixa positividade para IgG, resultado este similar ao evidenciado por Mulinari et al.
(2016) para TBpul e diferentes casos de TB extrapulmonares (25% e 0%,
respectivamente). No entanto, € aqui descrita pela primeira vez, sensibilidade
superior para IgA-PPE59 (62,1%) no FP (1:100) comparada com os dados de
Mulinari et al. (2016) (54% e 28%, respectivamente). Outros estudos investigaram
diferentes PPE quanto ao seu potencial imunodiagnéstico. Chen et al. (2009)
demonstrou que o ELISPOT-IFN-y utilizando a PPE59 apresentou sensibilidades de
47% e especificidades de 93% na deteccao de TB ativa, sugerindo o seu potencial
no diagnostico da doenca. A PPE41 foi testada quanto a sua importancia na inducéo
de respostas imune de células B usando um painel de soros humanos de pacientes
com TB ativa, TB reincidente e TB extrapulmonar (CHAKHAIYAR et al., 2004). A
proteina PPE codificada pelo gene Rv1168c foi descrita com forte imuno-reatividade
especifica em soros de pacientes com TB ativa quando comparada aos dos
antigenos PPD, ESAT6 e hsp60 (KHAN, et al., 2008). Em estudo de experimentacao
animal, a proteina PPE55 (Rv3347c) foi diferencialmente reconhecida entre infecgao
latente vs TB primaria em teste sorolégico (SINGH, et al., 2005). Foi ainda descrito
que além do IFN-y, diferentes peptideos, de regides RD de Mtb, induzem resposta
mediada por células por interleucina-10 na TB pulmonar (AL-ATTIYAH; MUSTAFA,
2008) e, como resultado do presente estudo, imunodominancia de IgA e ndo-IgG em
pacientes com TBpl em area endemia. Portanto, as proteinas PPE e/ou seus
peptideos tem potencial para serem usados como marcadores especificos no
diagnéstico da TB, podendo auxiliar nas investigacdes diagnosticas realizadas em
FP de pacientes com TBpl.

Algumas cepas vacinais BCG, incluindo a usada no Brasil, contém o gene
qgue codifica o antigeno MPT64 e foi hipotetizado que as células tumorais e a cepa
BCG podem compartilhar antigenos (MINDEN et al., 1976; MAVER et al., 1982). No
presente estudo, foi observada reatividade cruzada similar a descrita em outros
estudos (DHAND et al., 1988; KAISERMANN et al., 2005; ARAUJO et al., 2010;
SHE, LITWIN, 2015). Isso pode ser explicado por historia de TB previamente curada,
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ou possiveis disturbios de resposta imune desencadeados no curso de doencgas nao
tuberculosas, considerando que a maioria dos antigenos Mtb podem compartilhar
semelhancas com outras espécies micobacterianas, como BCG e micobactérias
atipicas (VAN VOOREN et al., 1990; KAISERMANN et al., 2005). A maioria dos
participantes deste estudo é vacinada com BCG mas, mais importante, € que foram
utilizadas as amostras clinicas de pacientes classificados como OPL residentes no
Rio de Janeiro, cidade com alta taxa de incidéncia de TB (OLIVEIRA et al., 2013;
RODRIGUES et al., 2017). Assim, é possivel que os pacientes tenham apresentado
TB como comorbidade ndo diagnosticada ou LTBI. Quando uma resposta imune &
bem-sucedida no controle da infeccdo, os bacilos de Mtb podem estar presentes na
forma nédo replicativa ou se replicam lentamente, definidos dentro de um status
dindmico como LTBI, infeccéo incipiente ou infec¢cdo subclinica mas, em geral,
clinicamente assintomético (DRAIN et al., 2018). Entretanto, entre os pacientes OPL
positivos a diferentes antigenos no ELISA, alguns apresentaram resultados positivos
no QFT®. E possivel que estivessem em alguma fase do status da TB, mas foram
erroneamente incluidos no grupo OPL, pois nem todos os recursos disponiveis para
o diagndstico de TB foram aplicados, ou porque sao LTBI. Outros estudos em que
0s espécimes clinicos possam ser investigados pelos diferentes médodos
disponiveis devem ser realizados, a fim de confirmar esses dados.

Considerando que o ELISA, aqui desenvolvido, para a deteccado de IgA e IgG,
utilizando diferentes marcadores, MT10, MPT64, PPE59, MT10.3:MPT64 e a F2, em
fluidos corporais de relativo poder invasivo de ser obtido como FP e soro e por ser
um teste rapido, simples e de baixo custo a realidade das populacdes de paises em
desenvolvimento, os resultados mostram o potencial desta ferramenta para auxiliar
no diagnostico da TBpl. A proteina de fusdo MT10:MPT64 se confirmou altamente
promissora para ser empregada no teste de ELISA para IgA e IgG em FP e em soro.

Por fim, conseguimos demonstrar aqui o desenvolvimento de um teste rapido,
simples e de baixo custo, baseado no dot-ELISA, capaz de identificar pacientes TBpl
de forma satisfatéria. A proteina fusionada MT10.3:MPT-64 foi reconhecida por IgA
no FP e IgG no soro em 100% dos pacientes TBpl, embora tenha apresentado

poucos resultados falso-positivos. Este teste deve ser validado em diferentes
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unidades diagnostica para TBpl, podendo ser candidato a um produto de facil
operacionalidade e caracteristica de um teste tipo “point-of-care” (POC),
principalmente para uma abordagem de triagem. As sensibilidades obtidas no
ELISA convencional ou no dot-ELISA colocam este teste como um produto alvo de
alta prioridade (TPP) e com perfil excelente para triagem, pois segundo a WHO
(2018) testes como sensibilidades de =295 % ou 290 % e especificidades de =280% ou
=70 % estariam na categoria de TPP 6timo ou minimo para trigem. Para ser incluido
como TPP minimo para diagnostico o biomarcador deve apresentar sensibilidade =
65 % e especificidade = 98 % ou TPP 6timo para diagnostico, sensibilidade =280 % é
requerida.

Até o0 momento, a ADA € o unico biomarcador em FP (til e de baixo custo,
usado na pratica clinica de rotina em cenarios de alta prevaléncia para o diagnostico
de TBpl (GOPI et al., 2007). No entanto, altos niveis de ADA também podem ser
observados em outros tipos de infeccdes, derrame pleural maligno e doencas
reumaticas e, portanto, ndo sédo especificos para o TBpl (LIGHT, 2010). Apesar da
atividade da ADA proporcionar bons resultados quando utilizado o valor padronizado
de corte de 40 U/L, estudos recentes sugerem melhores resultados com um valor de
corte 1,6 vezes menor que o ja estabelecido (SANTOS et al., 2018). Em nosso
estudo para avaliacdo da resposta imune celular, a ADA foi capaz de identificar 5/8
pacientes TBpl testados, mas ndo apresentou melhores resultados que o teste
ELISA “in house” IgA-MT10:MPT64 no FP em estudo cego, que identificou 100%
dos pacientes TBpl. Embora o ELISA tenha apresentado positividade em dois
pacientes ndo TBpl, esses eram contatos de pacientes TB, 0 que pode ser uma
justificativa para a resposta positiva desses pacientes no teste, uma vez que, podem
ter entrado em contato com o bacilo em algum momento e/ou albergar a forma
latente da doenca. Outra possivel explicacdo € que esses pacientes apresentavam,
respectivamente, neoplasia e insuficiéncia cardiaca, sendo que, resultados falso-
positivos de ELISA em pacientes com neoplasia foram relatados por outros autores
e podem ser explicados por histéria prévia de TB curada (DHAND et al., 1988;
KAISERMANN et al., 2005) ou possivelmente distirbios na resposta imune

desencadeada no curso de doencas ndo-tuberculosas, considerando que a maioria
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dos antigenos de Mtb pode compartiiham algumas semelhancas com outras
espécies micobacterianas, como BCG e micobactérias atipicas.

A fim de auxiliar a superar as limitagbes dos meétodos tradicionais e
convencionais para diagnosticos de TBpl, como a baixa sensibilidade dos métodos
microbiolégicos em fluidos pleurais e a necessidade de procedimentos invasivos
para bidpsia pleural, varios estudos tem se empenhado na busca de biomarcadores
em FP (HIRAKI et al., 2003; TIWARI et al.,2007; AMBADE et al., 2001; SANTOS et
al., 2018). A avaliacdo de biomarcadores em diferentes espécimes clinicos configura
uma atraente alternativa para o diagnostico da TB, uma vez que, a imunopatologia
da doenca envolve diferentes categorias de citocinas e quimiocinas (SHIMOKATA et
al., 1991; NEMETH et al., 2009; SUTHERLAND et al., 2012).

O reconhecimento de Mtb por células fagocitarias se da através de receptores
de superficie, incluindo os receptores Toll-like (TLR), receptores de complemento
(CR), receptores de manose, receptores de lectina tipo C (DC-SIGN), etc. Este
reconhecimento faz com que haja ativacdo de células fagociticas em producéo de
citocinas proé-inflamatérias, tais como TNF, IL-1-B, IL-6, IL-12 e IFN-y (HUYGEN et
al., 1988; HIRSCH et al., 1996; HIRSCH et al., 1999). Considerado que os antigenos
especificos de Mtb ESAT-6/CFP-10 e 38kDa/CFP-10 sédo usados em avaliacdes
imunodiagnosticas para TB baseado na liberagédo de IFN-y pelas células do sangue
total e em células mononucleadas do sangue periférico (TAVARES et al., 2007;
SILVA et al., 2012), acessamos a resposta celular a esses antigenos em pacientes
TBpl pelo ensaio CBA. O antigeno de Mtb PstS-1 (também conhecido como 38kDa),
atua como receptor de transporte de fosfato na superficie celular, sendo altamente
imunogénico porque contém epitopos especificos de Mtb e € antigénica para células
T humanas, principalmente quando combinado com CFP10 na infeccéo latente e
ativa da TB. O Ag PstS1gs.374)CFP10 € composto por uma sequéncia genica do
PstS1 contendo 267 pb que foi fusionado ao CFP10 (ARAUJO et al., 2014). Esse
estudo demonstrou pela primeira vez que PstS1(sgs.374)CFP10 promoveu ligeiro
aumentou da positividade de contatos PPD positivos e a detec¢cdo da progressao
ativa da doenca, sugerindo sua potencial aplicagdo como marcador de infecgcéo por

TB. Assim, no presente estudo, foi avaliado a produgéo “in vitro” de citocinas por
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PBMC e PFMC estimuladas 0os Ags PstS1(ss.374):)CFP10 comparado as proteinas
RD1 (regido da delecéo 1) fusionadas (ESAT6:CFP10) em pacientes com TBpl. Nos
demonstramos pela primeira vez que PstS1(gs.374):CFP10 apresentou desempenho
semelhante ao internacionalmente utilizado ESAT-6:CFP-10 quanto a producao de
citocinas, excecdo a IL-6, por PFMC de pacientes TBpl. Embora sem diferenca
significativa, a IL-6 mostrou tendéncia ao aumento em pacientes TBpl em PFMC
estimuladas com ambos os Ags, bem como em PBMC estimuladas com o ESAT-
6:CFP-10. Curiosamente, para 0 Ag PstS1(ss5.374:CFP10, a producdo de IL-6
apresentou tendéncia ao aumento nos pacientes controles em relacdo aos TBpl. O
braco de imunidade Th2 ativa varios mecanismos efetores que promovem a
erradicacdo do patdbgeno ou, pelo menos, minimizam o dano ao tecido do
hospedeiro. Embora em resposta a estes Ags a producdo de IL-4 ndo tenha sido
encontrada a producao inespecifica de IL-6 para ambos Ags pode estar denotando
protecdo ao dano tecidual, ja que todos os pacientes possuem alguma morbidade
pleural.

Para o IFN-y produzido pelas PFMC estimuladas com PstS1 gs.374:CFP10,
embora tenha apresentado ligeira menor producdo média comparada ao
ESAT6:CFP-10, apresentou diferenca significativa entre pacientes TBpl e controles,
sugerindo sua potencial aplicacdo como um biomarcador de TBpl. Existem alguns
estudos que investigaram o padrdo de citocinas circulantes por métodos de ELISA
em pacientes com TB pulmonar, inclusive em diferentes estagios da doenca. Niveis
aumentados de IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10 no soro de pacientes TBpul ja foram
relatados, sendo a producao elevada de IFN-y e IL-2 nos niveis leve e moderado da
doenca, aumento de IL-4 no estagio moderado e avancado da doenca, bem como
niveis mais altos de IL-10 em pacientes em estagio avancado da doenca
(DLUGOVITZKY et al., 1997). Em outro estudo, os niveis séricos de citocinas do tipo
Thl (IFN-y e IL-2) e Th2 (IL-4 e IL-10) em pacientes TB e individuos foram
analisados, mas nenhuma diferenca significativa foi observada em relacdo aos
niveis de citocinas (LI; XIE, 2004). Além de estudos sobre perfis imunoldgicos em
varios estagios da TB, existem alguns estudos que investigam o impacto da terapia

da TB sobre as citocinas. Foi relatado que os niveis de IFN-y, TNF e IL-10 no soro
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foram reduzidos apés a interrupcdo do tratamento da TB (DEVECI et al., 2005). A
relacdo dos perfis de citocinas com o estagio da doenca € complexa. (KART et al.,
2003). Ha estudos mostrando que os niveis de IFN-y, TNF, IL-4 e IL-5 no plasma
foram detectados por CBA ap0s 6 meses de tratamento, apresentando-se
diminuidos no estagio moderado da doenca, enquanto se encontravam elevados no
estagio mais grave (COZMEI et al., 2007). Vérios estudos ja foram publicados sobre
o desempenho do IGRA em PBMC ou adaptados as PFMC no diagnostico do TBpl
(LOSI et al., 2007; LEE et al., 2009; DHEDA et al., 2009; LI et al., 2015a; SANTOS et
al.,, 2018). T-SPOT.TB e QFT-GIT, dois IGRAs aprovados pela OMS para
diagnéstico de TB latente (WHO, 2018), foram aplicados em FP para diagndstico de
pleurisia tuberculosa. Em estudo anterior foi demonstrado que a eficacia de células T
€ 15 vezes maior em PFMC de pacientes TB do que em suas PBMC (WILKINSON et
al., 2005). Santos et al. (2018) demonstrou que a producéo de IFN-y, IP-10 e ADA
foi significativamente maior em PFMC de pacientes TBpl em relacdo aos casos nao-
TBpl pelo ensaio QuantiFERON-TB Gold In-Tube. Outro estudo com pacientes TBpl
também evidenciou aumento significativo de IFN-y e IP-10 em efusdes pleurais
tuberculosas pela técnica de ELISA, com maior sensibilidade para o IP-10 quando
comparado ao IFN-y (89,2% e 84,2%, respectivamente) e igual especificidade
(95,7%), sugerindo que o IP-10 é um potencial marcador diagndstico para avaliar
TPpl (SUPRIYA, CHANDRASEKARAN, DAS, 2008). Em nosso estudo, também foi
evidenciado maior producéo significativa de IFN-y e IL-10, respectivamente para os
Ags PstS12g5.374.CFP10 e ESAT6:CFP-10, em PFMC de pacientes TBpl quando
comparado as culturas de PBMC, porém utilizamos o ensaio CBA. Ainda sdo poucos
os estudos que utilizam ensaio CBA para avaliar possiveis biomarcadores em PBMC
e PFMC de pacientes TBpl. Assim, sugere-se que as células dos sitios ativos da
doenca também podem ser usados em testes diagndsticos, a fim de avaliar a
resposta imune celular apds estimulacdo com Ags especificos de Mtb de acordo
com a quantidade de citocinas e quimiocinas produzidas. Assim, o CBA foi utilizado
neste estudo para tentar minimizar as limitacdes apresentada em outros testes, por
ser um teste de relativo baixo custo, capaz de dosar mais de uma citocina em uma

Gnica amostra e otimizacdo do tempo para obtencdo de resultados mais rapidos.
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O ensaio CBA utilizado no presente estudo, apresenta varias vantagens,
como a deteccao de varias citocinas, inclusive aquelas que apresentam niveis mais
amplos de deteccdo, em um mesmo ensaio em formato multiplex, sendo altamente
sensivel e reprodutivel. Além disso, a deteccdo do perfil de citocinas diretamente da
amostra (OLIVER, KETTMAN, FULTON, 1999; MORGAN et al., 2004; TALAT et al.,
2011; Li et al., 2018.], diminui erros do ensaio e das diluicdo da amostra, presentes
em testes como ELISA para dosar citocinas individualmente. Ja foi demonstrado em
infeccbes virais e em sepse grave que 0s ensaios multiplex melhoram os padrées
discriminatérios (MAINO; MAECKER, 2004, BOZZA et al., 2007). Em outro estudo
envolvendo PBMC de pacientes com TBpul, a analise de CBA revelou niveis
diminuidos de IL-2, IL-4, IL-5 e TNF e nenhuma diferenga nos niveis de IFN-y e IL-
10 quando comparados com individuos saudaveis (AKTAS et al. 2009). Um estudo
recente mostrou que a expressao de citocinas Th2 foi maior em PBMC de pacientes
com TB, apenas com alta expressao de IL-4 e para a proteina GATAS, resultando
em aumento da relagdo Th2/Thl e GATA3/T-bet nesses pacientes. No entanto, a
relacdo de células Th2 diminuiu apds o bloqueio da secrecédo de IFN-y pelo inibidor
DAPT, além disso, a relacdo Th2/Thl em pacientes com TB foi dose-dependente da
DAPT, acompanhada pela diminuicdo de IL-4 e GATA3 (LI et al, 2018). No presente
estudo, observamos tendéncias de respostas mais elevadas de IL-2, IL-10, TNF e
IL-17A para ambos os antigenos, bem como aumento significativo de IFN-y e IL-10
em resposta ao AgS PstS1(zgs.374:CFP10 e ESAT6:CFP10, respectivamente, em
culturas de PFMC quando comparado as culturas de PBMC. Outros estudos
utilizando ensaio ELISPOT também mostraram aumento significativo de células
produtoras de IFN-y em culturas de PFMC de pacientes TBpl comprado aos
pacientes ndao TBpl (ADILISTYA; ASTRAWINATA; NASIR, 2016) bem como em
relacdo aumento significativo de células produtoras de IFN-y em culturas de PFMC
em relacdo a culturas de PBMC (LIAO et al., 2014). Assim, avaliagdo de citocinas
em culturas de células provenientes dos sitios de infeccdo parece apresentar uma
melhor performance em relagcéo a culturas de PBMC em pacientes TBpl. Diferentes
resultados na literatura podem estar relacionados as diferentes formas e estagios

clinicos dos pacientes com TB arrolados nos estudos.
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As células T na resposta imune protetora ao Mtb sdo fundamentais, uma vez
que, produzem citocinas como o IFN-y e o TNF, que tem papel crucial na ativagao
de macrofagos, no controle da replicagdo micobacteriana e na formacdo de
granuloma tanto em humanos como em camundongos (STENGER; MODLIN, 1999;
GARCIA et al., 2002). As citocinas produzidas no local da infec¢do apos interactes
entre linfocitos T e macrofagos infectados sdo essenciais para a patogénese da TB
(SHER, COFFMAN, 1992; ORAL et al., 2006). Nos ultimos anos, os niveis de IFN-y
tém sido relatados como uma valiosa ferramenta diagnéstica para a TBpl (AOE et
al., 2003; GRECO et al., 2003; JIANG et al., 2007; LEE et al., 2009; LIU et al., 2011;
MELDAU et al.,, 2014). Pelo ensaio CBA aqui realizado, foi detectado aumento
significativo de IFN-y em culturas de PFMC primadas com o Ag PstS1,gs-374):CFP10,
em pacientes TBpl em relacdo aos ndo-TBpl, corroborando com estudos anteriores.
Para a dosagem de IFN-y por CBA, a utilizagdo desse Ag se mostra promissor, uma
vez que, apresentou performance comparavel ao internacionalmente utilizado em
testes comerciais, o ESAT-6:CFP10, porém com maior poder de diferenciacdo entre
pacientes TBpl e ndo-TBpl. Além disso, as PFMC apresentaram significativamente
maior producéo de IFN-y quando estimuladas com 0 PStS1»g5.374:CFP10 em relagéo
as PBMC estimuladas com o mesmo Ag, para ambos os grupos TBpl e controles.
Esses resultados sao consistentes com o0s relatos anteriores de que as
concentracfes de IFN-y no FP sdo maiores em pacientes com pleurite tuberculosa
em comparagdo com pacientes com derrames ndo tuberculosos (RIBERA et al.,
1988; SHIMOKATA et al., 1991; WONGTIM et al., 1999; VILLEGAS et al., 2000). Por
outro lado, em nosso estudo a producdo de TNF tendeu a um discreto aumento em
PFMC no grupo TBpl em resposta a ambos os antigenos aqui testados, mas sem
diferenca significativa. AOE et al. (2003) utilizando o ensaio CBA demonstrou que as
concentracbes de INF-y em FP de pacientes com pleurisia tuberculosa foram
significativamente maiores do que nas efusdes malignas, enquanto que ndo houve
diferenca significativa entre os grupos para a producéo de TNF. Outro estudo relatou
aumento significativo nos niveis de INF-y, acompanhado da ADA, em FP de
pacientes TBpl comparado aos que apresentavam efusdes malignas (LIU et al.,

2011). Em um estudo com camundongos BALB/c infectados com Mtb, foi
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demonstrado que em relacdo as citocinas circulantes no soro e presentes em
amostras de biopsia do pulméo, a citocina mais proeminente observada foi o IFN-y.
Durante o curso da doencga, os niveis de IFN-y nas amostras pulmonares e no soro
aumentaram rapidamente e atingiram concentracfes mais elevadas 4 semanas apos
a infeccdo, sendo reduzido durante a terapia eficaz contra o Mth. A segunda citocina
proeminente no curso de TB neste estudo de modelo animal foi TNF. Niveis
elevados de TNF foram observados em amostras de biopsia do pulmé&o e soro na
fase aguda e esses niveis permaneceram altos durante a fase cronica da infeccéo
(DE STEENWINKEL et al., 2009). Diferencas na literatura podem estar relacionadas
aos diferentes tipos clinicos de TB estudados, bem como aos diversos Ags e
amostras clinicas utilizadas.

Sabe-se que o balanco da resposta Th1l/Th2 é essencial para uma resposta
imune eficaz contra o Mtb, e estudos sugerem que o equilibrio entre as diversas
categorias de citocinas garante um melhor desempenho da resposta para conter a
doenca (AOE et al., 2003). A dosagem de citocinas ja foi usada para caracterizar
outras doencas, como asma (KCNYON; KELLY; JARJOUR, 2000) e doencas
atopicas como alergias (MAGGI, 1998). Uma resposta Th2 é caracterizada pela
producdo de citocinas como IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 que ativam células B a
produzirem anticorpos, entretanto, suprimem a resposta Thl (TALAT et al., 2011).
AOE et al. (2003) demonstrou que as concentracfes de IL-2, IL-4 e IL-10 no liquido
pleural sdo menores em pacientes com pleurite tuberculosa, embora ndo haja
significancia estatistica na comparacdo com o grupo controle. Outros estudos
envolvendo modelos animais sugerem que apés a fase aguda da infeccdo pelo Mtb
caracterizada por um perfil de resposta Thl, haja uma mudanca para uma reacao
cronica com um padrdo de resposta imune Th2, caracterizada pela expressao de
citocinas antiinflamatorias, tal como a IL-4. No entanto, o aumento nos niveis de IL-4
durante a progressao da infeccdo se mostra moderado nos espécimes de biopsia do
pulm&o e no soro e, assim, ndo forneceu informagdes adicionais sobre a progressao
da infeccdo (HERNANDEZ-PANDO et al., 1996; DE STEENWINKEL et al., 2009).
No presente estudo, ndo foi observado producédo positiva de IL-4 nos pacientes TBpl

e controles para ambos os Ags e tipos celulares utilizados nas culturas. Essa falta de
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positividade para a IL-4 em nosso estudo pode estar relacionada ao estagio clinico
da doenca nos pacientes avaliados, uma vez que, arrolamos apenas pacientes em
estagios clinicos iniciais da doenca, ausentes de tratamento anti-TB. A discrepancia
com os estudos envolvendo modelos murinos pode estar relacionado as diferentes
formas clinicas das doencas avaliadas, bem como aos diferentes modelos de
estudo, uma vez que, aqui incluimos humanos com TBpl e nesses estudos foram
avaliados camundongos com TBpul. Por outro lado, em nosso estudo, embora néo
tenha apresentado diferenca significativa entre os grupos TBpl e controles, a
producdo de IL-10 mostrou tendéncia de aumento em PFMC de pacientes TBpl,
primadas com ambos os Ags, estando elevada significativamente para o Ag
ESAT6:CFP-10, quando comparado as culturas de PBMC. Outro estudo avaliando a
producado de citocinas por CBA também demonstrou aumento significativo de IL-10
no PF de pacientes TBpl. Estes dados indicaram claramente que a infec¢do por Mtb
pode induzir uma resposta pro-inflamatoria polarizada por macréfagos M1 (TANG et
al., 2014). Utilizando a técnica de ELISA, aumento de IL-10 produzida por PFMC
estimuladas com a BCG também foi relatado em pacientes TBpl por outros autores.
A expressao espontanea de IFN-a pelas PFMC pode induzir a producdo de IL-10
durante estimulacdo com a BCG levando a inibicdo da producdo de IL-1(,
modulando a resposta para um perfil Th2 (MA et al., 2014). J& foi demonstrado que
a IL-10 diminui a resposta imune protetora ao Mtb, contribuindo para a
suscetibilidade do hospedeiro a doenca (TURNER et al., 2002; BEAMER et al.,
2008; SCHREIBER et al., 2009; REDFORD et al., 2010). No entanto, ainda ndo esta
claro quais células produzem IL-10, limitando a protecdo do hospedeiro (REDFORD,
MURRAY, O’'GARRA, 2011; O'GARRA et al.,, 2013). Em um estudo utilizando
camundongos deficientes de IL-10, mostrou que essa citocina € expressa por células
da resposta imune inata (predominantemente por mondocitos) e adaptativa
(predominantemente por células T) durante a infeccdo por Mtb in vivo. Foi
demonstrado producdo de IL-10 por células T efetoras ativadas, cuja expressao
durante a infeccdo por TB foi regulada pela IL-27 e pelo IFN tipo I. Assim, esses
dados revelam que, apesar das multiplas fontes imunolégicas produtoras da IL-10

durante a infeccédo por Mtb, as células T efetoras ativadas sdo as responsaveis pela
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suscetibilidade a TB, induzida pela producédo de IL-10 (MOREIRA-TEIXEIRA et al.,
2017). Vérios achados sugerem que a IL-10 produzida por células T produtoras de
INF-y desempenha um papel importante na supresséo da resposta imune protetora
do hospedeiro ao Mtb. Curiosamente, observamos producado significativamente
aumentada de IL-10 em PFMC estimuladas com o ESAT-6:CFP10, mas isso ndo
impactou na tendéncia a maior producdo de INF-y. Entretanto, as culturas de PBMC
estimuladas com o0 Ag  PstSlpgss74):CFP10  apresentaram  producéo
significativamente aumentada de IL-10 em pacientes TBpl, 0 que promoveu uma
producdo menor de INF-y em PBMC estimuladas com este Ag quando compradas
ao ESAT6:CFP10. O fato de que diferentes componentes micobacterianos podem
induzir resposta diferenciada na producdo de citocinas foi evidenciado em
macrofagos humanos estimulados com lipoarabinomanana (LAM) de cepas
virulentas x ndo virulentas, ou com outras fracdes lipidicas e protéicas (DAHL et al.,
1996).

A IL-17 também participa da resposta imune, pois regulacao da resposta Thl
e Th1l7 durante a TB é essencial para promover a imunidade anti-micobactérias e
evitar extensas consequéncias imunopatolégicas (TORRADO; COOPER, 2010).
Vérios estudos ja foram publicados sobre a secre¢cédo de IL-17 em pacientes com TB
ativa. Um estudo (PENG et al., 2008) relatou que a proporcédo de células produtoras
de IL-17 entre os linfocitos era semelhante entre pacientes com TB e sadios, mas as
células produtoras de IL-17 na populacdo de células T gama-delta estavam
aumentadas em pacientes com TBpulmonar. Jurado et al. (2012) descrevem que a
IL-17 induzida por Mtb foi marcadamente aumentada no sangue de pacientes com
TBP ativa e, que, a expressao de IL-17 em linfécitos foi maior em les6es pulmonares
graves, refletindo a gravidade das lesbes nos pulmbes. Um estudo recente
(NUNNARI et al., 2013) mostrou que a estimulagdo de PBMC de pacientes TB
pulmonar com PPD nao estimulou significativamente a liberacdo de IL-17. Outros
autores sugerem tendéncia ao aumento da producdo de IL-17 em PBMC de
pacientes com TBpul cavitaria. (FAN et al., 2015). Mas, em nosso estudo, a IL-17A
nao foi induzida significativamente por nenhum dos antigenos estudados, embora

tenha apresentado tendéncia a aumento no grupo TBpl em relacdo aos controles,
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associada a ambos os Ags em culturas de PFMC, bem como quando comparado as
culturas de PBMC. Outros estudos também mostraram aumento na producéo de IL-
17 em culturas de PFMC de pacientes com TBpl quando comparado as culturas de
PBMC (ZHANG et al., 2018b).

Este estudo apresenta algumas limitacdes, tais como: 1) na falta de um teste
diagnostico preciso para a TBpl e as limitagbes da ADA, é possivel que algum
paciente estivesse em alguma fase do status da TB, inclusive LTBI, mas foram
erroneamente incluidos no grupo OPL, pois nem todos os recursos disponiveis para
o diagnostico de TB foram aplicados, 2) o baixo niumero de pacientes arrolados no
estudo da resposta imune celular, bem como a néo avaliagdo do perfil das células
mononucleadas utilizadas nas culturas, impossibilitou a identificagcdo dos tipos
celulares produtores das citocinas, 3) o recrutamento dos pacientes arrolados no
estudo foi realizado em um Unico centro de atendimento de saude, o HUPE, que é
um hospital terciario, e portanto, atende casos especializados, apoés
encaminhamentos de unidades primérias e secundarias, 0 que contribui para a
limitacdo na captacdo dos casos incluidos, 4) o ndo acompanhamento da evolugéo
clinica dos pacientes, 0 que tornaria possivel averiguacdo de adoecimento para TBpl

nos casos falso-positivos nos testes aqui propostos.
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6 CONCLUSOES

ELISA desenvolvido, para a deteccao de IgA e IgG em fluidos corporais de
poder invasivo relativo (FP e soro) contra diferentes antigenos
micobacterianos para diagndéstico de TBpl, foi aqui descrito.

A proteina fusionada MT10:MPT64 foi validada, em nova coorte, como Ag
altamente promissor em ELISA FP IgA;

Embora apresentando menor sensibilidade para IgG-MT10:MPT64 no soro,
adiciona positividade com outros testes da rotina convencional.

Pela primeira vez, a PPES9 é reconhecida por IgA FP com sensibilidade e
especificidade mais elevada que o0s dos ensaios microbioldgicos
convencionais.

Os resultados combinatorios de FP (1:50) IgA MT-10:MPT64/-F2 foram
melhores que os testes diagndsticos convencionais, mas sua combinacéo
com ADA aumentou a sensibilidade no diagnéstico de TBpl.

Assim, o ELISA FP IgA-MT10.3:MPT64, IgA-PPE59 e IgA-MT-
10:MPT64/F2 tem potencial em teste alternativo e rapido para auxiliar no
diagnéstico de TBpl.

Em estudo cego, ELISA FP e soro IgA-MT-10:MPT64/F2 foi capaz de
identificar todos os pacientes TBpl, porém apresentou resultados falso-
positivos. Portanto, outros estudos devem ser realizados para confirmar
estes resultados e a acuracia do teste rapido.

Dot-ELISA FP IgA e IgG soro, pela primeira vez demonstrado
conceitualmente que é sensivel e suficientemente especifico na detec¢cao
da TBpl usando o marcador MT10.3:MPT64.

Aumento significativo na produgcdo de IFN-y por PFMC estimulado com
PstS1s5374)CFP10 em TBpl vs controle, sugere-se sua utilizacdo como
promissor biomarcardor na TBpl.

IL-10 tende a estar aumentada na TBpl, porém sem diferenca significativa

em relacao aos controles.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS:

e O ensaio imunoezimatico com a proteina fusionada MT10.3:MPT64 devera
ser melhor explorado quanto o seu potencial para teste rdpido do tipo
“point-of-care” (POC), que poderad trazer beneficios para auxiliar o

diagnéstico da TBpl na atencéo primaria da rotina clinica.

e Tanto o ELISA convencional como o dot-ELISA IgA-MT10.3:MPT64 se
caracterizam como testes TPP 6timo. Portanto, com excelente potencial
para teste de triagem no manejo dos casos de derrame pleura a investigar
para TBpl.

e Um maior numero de pacientes deve ser avaliado para 0s potenciais
biomarcadores identificados neste estudo como o IFN-y e IL-10 utilizando o
novo antigeno PstS1zgs.374:CFP10 em comparagéo ao ESAT6:CFP10.
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ABSTRACT

Background: A previous study demonstrated pleural fluid (PF) IgA immunodominance for the fused
MT10.3:MPT64 protein in pleural tuberculosis (PLTB) cases. However, no clue on the role of IgA and IgG
against this and other antigens in PF and serum concerning improved diagnosis is available. Thus, the aim
of the present study was to validate PF IgA-MT10.3:MPT64 and evaluate PF and serum IgA and IgG
reactivity against this protein, its peptides (F2) and single MPT64, MT10.3 and the PPE59 mycobacterial
specific antigens. IgA and IgG ELISA were measured against the antigen in PLTB (n=29) and other non-TB
pleurisy (n=39) patient samples.

Results: The immunodominance of PF IgA-MT10.3:MPT64 was confirmed in PLTB (86.2%) followed by
PPES9 (62%), while serum IgA-F2 exhibited 51.7% sensitivity. PF and serum 1gG-MT10.3:MPT64 led to
65.5% and 51.7% sensitivity, respectively. However, MT10.3 and MPT64 displayed overall lower sensitivity
(=34.5) for both antibodies. All results displayed 95% specificity. Combinatory results indicated 93.1%
sensitivity for PF IgA-MT10.3:MPT64/-PPE59 and IgA/IgG-MT10.3:MPT64 at 92.3% specificity, followed by
IgA-MT10.3:MPT64/-MPT64 or /-F2 (89.6%) without jeopardizing specificity (94.9%). The combinatory
results of the PF adenosine deaminase test (ADA) and IgA-MT10.3:MPT64/-F2 demonstrated the highest
sensitivity (96.6%), with a specificity of 92.3%.

Conclusions: The PF IgA-MT10:MPT64 immune dominance was validated in PLTB, and its combinatory
results with PPE59 or MPT64 or F2 antigens as well as with IgG, are reported herein for the first time,
improving their potential to assist diagnosis. Combining PF-ADA and IgA-MT10.3:MPT64/-F2 results
achieved better accuracy. Moreover, serum IgG, although less accurate, displays potential beyond
microbiological tests.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, pleural tuberculosis, IgA, IgG, ELISA, ADA
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BACKGROUND

Pulmonary tuberculosis is the most common clinical manifestation of Mycobacterium tuberculosis (MTB)
infection, although the disease may also affect other organs, leading to the development of extrapulmonary
presentations, among which pleural tuberculosis (PLTB) is the most frequent in many countries [1-3].
Moreover, PLTB is the major cause of pleural effusions, responsible for approximately 50% of all related
diagnoses in Brazil [4, 5]. The disease generally affects immunocompetent young adults, but, although
patients may spontaneously heal, there is a risk of developing active tuberculosis (TB) in the absence of
specific drug administration. Thus, early diagnosis and adequate treatment are required to avoid PLTB
evolution to tuberculous empyema or pleural fibrosis [6, 7].

Traditional microbiological methods depend on the presence of bacilli in clinical specimens, therefore
displaying low sensitivity in paucibacilary cases, like PLTB patients. The use of molecular techniques is
costly and restricted to centers with adequate structure and specialized professionals. Histopathological
examination of pleural biopsy samples comprises the standard PLTB confirmation test, but exhibits variable
sensitivity, is expensive, time-consuming, requires skilled personnel and is an invasive procedure [8, 9].
Serological tests based on antibody (Ab) response may be an attractive alternative as a diagnostic method,
as they are simple, fast and easy to operate, allowing their application in the public health system, where
the diagnostic demand is high. In addition, they are not dependent on the presence of the bacilli in clinical
specimens. In a previous study, Araujo et al. [10] demonstrated that the MT10.3:MPT64 fused antigen is
recognized by immunoglobulin A (IgA) in the pleural fluid (PF) of PLTB patients, at high sensitivity (81.4%)
and specificity (95.5%). Furthermore, the cloned fusion protein based on MPT64 and MT10.3 epitopes,
termed F2 (MT10.3(1m40s):MPT64m(g1.-20s4):MT10.3415.96)), was described to be predominantly recognized

by serum IgA in pulmonary TB [11]. Moreover, previous studies have suggested that proteins belonging to
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the mycobacterial PPE family are involved in many aspects of TB pathogenesis, including bacterial
attachment to host cells, immunomodulation, antibody recognition and bacilli persistence ability in
granulomas [12-16]. High IgA-PPE59 and lower IgG reactivity in pulmonary TB patient sera have been
demonstrated [16]. However, no clues on the reactivity of these antigens (Ags) in PF and/or serum of PLTB
cases are available. Serum would be a more promising clinical specimen to use in immune enzymatic tests,
as it is comparatively less invasive and operationally simpler to obtain than PF. Thus, evaluating the
immunoreactivity of IgA and other Ab to these proteins is an approach that could bring benefits to aid in the
faster diagnosis of PLTB cases.

On the other hand, the use of adenosine deaminase (ADA) may contribute to a more efficient and
differential diagnosis in PLTB cases [1, 17-19]. Although it is a fast, cheap, reproducible and easy to
perform assay [8, 9], it presents limitations, such as the fact that its predictive value depends on the local
TB prevalence and it presents low sensitivity in immunocompromised patients and false-positive results due
to cross-reactivity with other diseases presenting with pleural effusion, such as lymphoma, vascular
collagen diseases and bacterial empyema. Furthermore, it presents a wide range of results from region to
region and should be used with caution in countries with low TB incidence [20-22]. Therefore, identification
of new biomarkers and, consequently, the development of diagnostic test that differentiate PLTB from other
pathologies presenting exudative pleural effusion may have a significant impact on primary care.

In this context, the present study investigated potential PLTB biomarkers, validating and/or evaluating the
accuracy of dosing IgA and IgG, against mycobacterial single Ags MT10.3, MPT64 and PPE59, fusion
proteins, such as MT10.3:MPT64 and the novel F2, in PF and serum samples of the same patients

presenting PLTB and others presenting non-TB pleurisy.
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RESULTS

Participant characteristics

A total of 68 subjects with pleural effusion and attended at the Hospital Universitario Pedro Emesto (HUPE)
were enrolled in this study for 24 months, of which 29 (42.6%) were diagnosed with PLTB and 39 (57.4%)
with other non-tuberculous pleurisy (OPL). Table 2 depicts the main clinical, laboratory, and epidemiological
data. Subjects differ in age, as OPL patients were older (p<0.001). Cancer pathology was dominant
(64.1%), and the majority of PLTB were males (72.5%), although no significant difference compared to OPL
was observed (p=0.12). Few participants reported past TB treatment (4/68, 5.8%), including two OPL
patients. Concerning patients whose samples underwent conventional and ADA diagnostic tests, the PF-
ADA investigation elicited adequate sensitivity and high specificity (79.3%, 23/29 and 94.9%, 37/39),
followed by pleural biopsy histopathology suggestive of TB (69.2%, 9/13 and 76.2%, 16/21), respectively.
Lower sensitivity and high specificity were obtained for the pleural biopsy (25%, 1/5 and 100%, 3/3) and PF
culture (14.3%, 4/28 and 100%, 36/36) and acid fast bacilli (AFB) smears (0%, 0/28 and 100%, 35/35),

respectively.

Pleural fluid and serum IgA and IgG antibodies against MT10.3:MPT64, F2, PPE59, MT10.3 and
MPT64

All enrolled participants had Enzyme-liked imunosorbent assay (ELISA) serum and PF examined for
specific Ab in response to the five proposed antigens. Figures 1a and 1b detail individual reactivity. The
significantly high mean levels in PLTB compared to OPL for all Ab and antigens (p<0.031) except IgG
(MPT64, PPE59 and F2) and IgA (MT10.3) at different serum dilutions (p=0.057) are displayed. According

to the receiver operating characteristic (ROC) curve analysis, when fixing specificity at 95%, a high positivity

163



0 Joy U WN

of PF IgA-MT10.3:MPT64 was confirmed registering the best sensitivities at of 1:50 and 1:200 specimen
dilutions (86.2%), followed by 82.8%, at 1:400. PF IgA-PPE59 (62.1%) and -F2 (44.8%) elicited moderate
and low sensitivities, at 1:100 and 1:50 dilutions, respectively. All tests showed AUC>0.904, except for F2.
Serum IgA-F2 reached the best positivity (51.7%) at both 1:25 and 1:50 dilutions and AUC <0.844. The only
antigen to detect PLTB patients with high AUC (0.952) was the MT10.3:MPT64 fusion protein, with
sensitivity of 65.5% in PF at a 1:200 dilution, decreasing to 51.7% in serum at a 1:50 dilution and
AUC=0.809 (Table 3).

It is noteworthy that, when combining the PF IgA-MT10.3:MPT64 (1:50) -MPT64 (1:100) or -F2 (1:50), or
IgA-MT10.3:MPT64/-PPES9 (1:200/1:100, respectively) results, sensitivity improved to 89.6% without
jeopardizing specificity (94.9%) (Table 4). These results were not obtained for any other tested Ags,
although PF IgA-MT10.3:MPT64/-PPE59 (1:50/1:100) and IgA/lgG- MT10.3:MPT64 combinatory results
elicited the highest sensitivity (93.1%), indicating a slight decrease in specificity (92.3%), while serum IgG
(1:50/1:800 or 1:1600) led to the best combination result (55.1%) for both fusion proteins
MT10.3:MPT64/F2, with the same specificity. Other IgA and/or IgG antigen combinatory results have
reached moderate to high sensitivities (>68%), however, jeopardizing specificity (89.7%) (Table 4).

The overall cross reactivity was mainly associated with cancer (12/25), although only one PF at 1:50 dilution
was associated to the IgA-MT10.3:MPT64 fusion protein, as well as one heart failure (3/5), which tested
positive for the QuantiFERON®-TB Gold In-Tube (QFT-GIT) assay (data not shown). Moreover, two
samples plus a third heart failure also tested QFT-GIT positive with an unspecific histopathological exam
and were positive for PF (1:50) IgA-F2. In fact, among all 18 OPL cases testing ELISA positive for any of
the Abs, Ags and/or body fluids, four (22%) were QFT-GIT positive. These results may suggest latent

tuberculosis infection (LTBI).
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Comparison of standard conventional tests and ADA with immune responses in pleural tuberculosis
diagnoses

Considering the best results for PF or serum IgG and IgA with different antigens, we hypothesized if they
were more accurate in comparison with other tests used to diagnosis PLTB. As seen in Table 5, PF-ADA
(8=79.3% and Sp=94.9%) or pleural biopsy histopathology (S=69.2%, 9/13 and Sp=76.2%, 16/21) were
less accurate than PF IgA-MT10.3:MPT64 (1:50) and its combinatory results with /MPT64 (1:100) or /F2
(1:50), which elicited S = 89.6% and Sp = 94.9%. Thus, PF-IgA ELISA produced similar positivity as
conventional testing, but the immune test positivity among negative results provided by these conventional
tests in PLTB is noteworthy. Although not all subjects were histopathologically examined, 15.3% were non-
specific, positively identified by the immunotests, while positive PLTB cases without known histopathological
exam were also noted (12/16, 75%). Thus, the ELISA resulted in an overall sensitivity of 86.2%, against
69.2% of the histopathological exam. On the other hand, most of the PLTB cases with negative ADA
resulted in positive PF IgA-MT10.3:MPT64 diluted at a 1:50 ratio (5/6), as well as their combinatory results
with /MPT64 diluted 1:100 or /F2 diluted 1:50 (5/6, respectively).

Among microbiological tests used for TB diagnosis, AFB is the flagship, as it is easy to apply, quick and
cheap, although exhibiting low sensitivity, while cultures, despite more accurate, are cumbersome and time
consuming. Although these tests were not performed in all samples, their performance was weak (>25 %),
as expected in paucibacilary cases, such as PLTB. However, the immune tests proposed herein provided
significantly better detection (ranging from 51.7% to 89.6%) for IgG or IgA determined in serum (51.7% or
44.8%) or PF (65.5% or >86%, respectively), especially for the combinatory PF (1:50) IgA-

MT10.3:MPT64/F2 results. None of the other combinatory results led to better accuracy (Tables 4, 5).
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One of the disadvantages of the Ab immune test is the heterogeneity of the immune response across
patients [23-25]. As the present study evaluated a small number of antigens or their fused peptides, some of
the patients did not respond. Thus, the immune test results combined with ADA were evaluated, as this was
performed for all samples, aiming at diagnostic improvement. The combined results of PF (1:50) IgA-
MT10.3-MPT64/-F2 and ADA provided the best sensitivity (96.6%, 28/29) for PLTB detection, at 92.3%

specificity (36/39).

DISCUSSION

The PLTB frequency diagnosed in this study was lower than reported in other Brazilian studies [10, 26].
This difference may be associated with improvements of the TB control program in public health units,
reflecting the decrease in TB cases in recent years. However, accurate diagnostic methods are still required
for PTLB detection. For instance, the standard histopathological examination for pleural biopsy was virtually
not performed in the present sampling as compared to Aradjo et al [10]. On the contrary, the diagnosis
herein relied on clinical suspicion and the ADA diagnostic test for all patients, reaching 79% sensitivity.
However, PF IgA MT10.3:MPT64 (86.2%) and its combined results with /-MPT64 or /-F2 identified all,
except one, PLTB negative ADA sample, and, despite missing three or two of the positive ADA PLTB
patients, the immune tests developed herein improved pleurisy tuberculosis detection (89.6%). The
combinatory results for PF (1:50) IgA MT10.3:MPT64/-F2 and ADA displays a double advantage, as,
besides increasing sensitivity (96.6%), the PF can be used at the same dilution for both fused Ags when
compared to the combinatory results of different PF dilutions used to obtain the same high sensitivity, thus
making them suitable as a diagnosis test component to aid in PLTB diagnosis. Moreover, the combinations

of tests results can obviate the need for a pleural biopsy during the initial diagnostic, and, as the immune
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test and ADA are fast techniques displaying low costs, easy to operate and to apply in public health
systems, they favor a rapid auxiliary PLTB diagnosis.

The ADA test is applied in the routine diagnostic of TBPL in the absence of positive microbiological or
histopathological data with fair sensitivity and specificity [9, 27, 28]. Recently, authors have suggested the
use of ADA in combination with other diagnostic tests, such as interferon-gamma (IFN-y) release assays,
and in the search for new biomarkers [17-19, 29-32]. The present study may provide a simpler alternative
immune test for ADA combination.

The fused antigen MT10.3:MPT64 performed better for PF IgA in our study, corroborating previous studies
[10], although the lower reactivity on single antigens MT10.3 (20.7%) and MPT64 (24.1%) was not expected
and is in disagreement with to previous reports (72%) assessing populations carrying similar pleurisy
morbidities to the present study [26]. One explanation could be antigen degradation, as the batches used
herein were old and underwent several freezing and thawing cycles. On the other hand, for serum, the
present results corroborate those reported by Silva et al. [33] where, even when evaluating pulmonary TB,
both single antigens failed to show high sensitivity (< 34.5%). Nevertheless, reduced recognition of these
antigens by serum IgA and IgG (including to PPE59) was also detected. Another possible explanation is
that, herein, 64% of OPL cases presented cancer and higher mean IgA levels in both PF and serum, as well
as PF 1gG, compared to other OPL cases. False-positive ELISA results in patients with lung cancer have
been reported by other authors [26, 34]. Brazilian estimates for 2018-2019 indicate the occurrence of about
600.000 new cancer cases, of which approximately 10% will present in the state of Rio de Janeiro [35]. In
this study, a higher proportion of OPL cases by cancer was observed compared to previous reports [26].
This may be associated to the fact of HUPE is a tertiary hospital, which provide specialized health care in a

large hospital after primary and secondary care referrals. Therefore, this is a hospital for major operations,
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consultations with sub-specialists and presenting sophisticated intensive care facilities, essential for cancer
patients. Moreover, among other reasons, reduction in mortality and nativity rates that indicate prolongation
of life expectancy and population aging, lead to increases in the incidence of chronic-degenerative
diseases, especially cancer and cardiovascular diseases [36]. Coincidently, OPL cases were older and
cardiovascular disease was the second morbidity rate cause. Thus, to investigate markers with potential
differentiation in PLTB and OPL cases aids in the search for new TB biomarkers with value for immune
diagnosis.

It is well known that IgA is a predominant mucosal/serous immunoglobulin, also secreted in the pleural
space [34, 37]. However, IgA against mycobacterial Ags has been found in pulmonary TB patient sera by
several authors [11, 38-41]. Serum is obtained by less invasive methods and its application in a simple
diagnostic test brings benefits, leading to faster diagnoses. Zhao et al. [42] suggested Ab-based tests in
plasma to identify Beijing MTB infection. In the present study, IgG and IgA resulted in lower serum positivity
compared to PF results. However, the frequency of positive results is higher than obtained in
microbiological tests, therefore useful in their absence and other, less sensitive, conventional PLTB
diagnostic tests. The use of recombinant fused antigens in diagnostic tests constitutes an interesting
strategy to increase accuracy and simplicity. Fusion of different antigens may change reactivity according to
gene position in their construction [10, 11, 43]. In this study, the higher sensitivity elicited by MT10.3:MPT64
may be related to this fact, since the fusion protein expressed by opposite genes according to that
construction seems to display low stability and quality (personal communication).

As expected, histopathological examinations demonstrated higher sensitivity than the conventional
microbiological methods for PLTB diagnosis, but lower compared to the developed ELISA. Nonetheless,

among the patients with negative results or no information, the ELISA IgA-MT10.3:MPT64 was able to
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identify most PLTB patients. The detection of specific antibodies for PLTB mycobacterial antigens in the
absence of information or unspecific histopathological results could be supportive of the hypothesis that, in
some cases, pleural effusion may also be caused by the possible entry of mycobacterial antigens into the
pleural space, thereby stimulating the presence of IgA at this site [44]. Conversely, few OPL patients
diagnosed by histopathology presented false-positive ELISA IgA-MT10.3:MPT64 results (1/16, 6.2%).

The F2 (MT10.3(1m40s):MPT64mg1L-204:MT10.341505)) containing peptides of both antigens led to
decreased mean levels of reactivity to almost half among PLTB cases (0.553 + 0.230), but no change for
OPL cases (0.351+ 0.212) compared to the full fused genes (0.821 £+ 0.213 or 0.387 + 0.188, respectively).
However, F2 recognition by a PLTB group added sensitivity to the combinatory of results using both fusion
antigens for PF IgA detection. This may be explained by exposure of other epitopes not available in the full
gene construction or single antigens.

Until now, no publications associating the F2 protein chimera or PPE59 with IgA detection in PLTB patient
PF are available. Despite their lower sensitivity compared to MT10.3:MPT64, sensitivity was higher to that
found in AFB smear exams, although displaying higher specificity. Nevertheless, considering that the ELISA
has the potential to be point of care (POC) test, results similar to those found in bacterioscopy assessments
may be obtained quickly. Serum IgA-F2 elicited the best reactivity compared to the other antigens, detecting
half of the PLTB cases (51.7%); although in pulmonary TB this positivity was also evidenced for IgG—F2
[11], a discrepancy which may be related to the different clinical TB forms. It is possible that the compliance
of the fused protein, where the repositioning of the gene fragments led to the formation of new epitopes
and, consequently, obfuscation of others, could positively affect IgA or IgG recognition in PL and pulmonary
TB patient sera. The third single antigen used in this study, PPE59, performed similarly, at low reactivity for

serum IgG in PLTB, as previously observed for pulmonary and different extrapulmonary TB cases (25% and

10
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0%, respectively) (unpublished data). However, a higher PF (1:100) IgA-PPE59 (62.1%) sensitivity
compared to that unpublished data (54% and 28%, respectively) is described herein for the first time. To
date, the actual function of this protein in metabolism or its evolutionary role in Mycobacterium tuberculosis
is unknown. However, it is known to induce cell-mediated response by IFN-y and interleukin-10 in
pulmonary TB [12, 15] and, as a result of the present study, immunodominance of IgA and non-IgG in PLTB
patient PF in endemic areas. Therefore, PPE proteins display potential as specific TB diagnosis markers
and may assist in the diagnostic investigations performed in PLTB PF.

Some Bacille Calmette Guérin (BCG) vaccine strains, including the one used in Brazil, contain the gene
coding for the MPT64 antigen and it has been hypothesized that tumor cells and the BCG strain may share
antigens [10, 45, 46]. In the present study, cross-reactivity was observed, as in previous, similar, studies
[10, 26, 47, 48]. This may be explained by a history of previously healed TB, or possible immune response
disorders elicited in the course of non-tuberculous diseases, considering that most MTB antigens may share
similarities with other mycobacterial species, such as BCG and atypical mycobacteria [26, 34]. It is
important to note that the majority of participants were BCG vaccinated and, more important, clinical
specimens from patients classified as OPL from Rio de Janeiro, a city with a high TB incidence rate, were
used [49, 50]. Thus, it is possible the patients may have presented TB as undiagnosed co-morbidity or were
LTBI. Lupus autoimmune disorder based diagnostics rely solely on clinical examination, negative for PF
culture or AFB and positive for the ADA assay. Moreover, when an immune response is successful in
controlling infection, MTB bacilli may be present in non-replicative form or latently replicate, defined as a
clinically asymptomatic latent infection state. It is also noteworthy that positive OPL patients respond to
different antigens in the ELISA. However, some patients presented QFT-GIT® positive results. It is possible

that these patients had tuberculosis but were wrongly included in the OPL group, perhaps because not all
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the available resources for TB diagnosis were applied or because the patients are LTBI. Further studies in

which all specimens can be accurately investigated must be carried out, in order to confirm these data.

CONCLUSIONS

A successful ELISA for the detection of IgA and IgG in body fluids of relative invasive power, such as PF
and serum against different mycobacterial antigens for PLTB diagnosis was described herein. In addition,
the MT10:MPT64 fusion protein was validated as highly promising Ag as PF IgA ELISA in a new PLTB
cohort, although presenting less sensitivity for IgG in serum, both with high specificity diagnostic potential.
PPES59 as a single antigen recognized by PF and serum IgA at high sensibility and specificity compared to
conventional microbiological assays was described for the first time. The combinatory results of PF (1:50)
IgA MT-10:MPT64/-F2 performed better than conventional diagnostic tests, but their combination with ADA
improved PLTB diagnostic, leading to significant impacts concerning the reduction of the number of deaths
and contributing to the adequate treatment to avoid PLTB evolution to tuberculous emphysema or pleural
fibrosis. Thus, ELISA PF IgA- MT10.3:MPT64, -PPE59 and IgA MT-10:MPT64/F2 deserves further

standardization as a potential new and rapid diagnostic tool to aid in PLTB cases.

MATERIALS AND METHODS

Study Participants and Ethical Statement:

Serum and PF samples from 68 individuals attended by spontaneous demand and diagnosed with PLTB or
OPL at the Hospital Universitario Pedro Emesto (HUPE)/UERJ, were collected from March 2015 to March
2017. The inclusion criterion was the presence of pleural effusion with clinical indication for thoracentesis,

as described elsewhere [26]. All participants were 218 years old. Exclusion criteria were, pregnant women,
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those who did not agree to participate or provide clinical specimens and those who refused to sign the
informed consent form. The study population included: i) PLTB cases, presence of infectious clinical
manifestations accompanied by ADA positivity (>40 U/L), and/or positive acid fast bacilli (AFB) staining
and/or positive MTB culture in pleural fluid or tissue; and/or by granuloma findings in histopathological
pleural tissue tests; and/or cytopathological PF investigations indicating lymphocytic exudate without
malignity; and/or diagnosed with clinical findings, such as fever, night sweats, lymphocytic exudative pleural
effusion with a non-diagnostic pleural biopsy (with either positive or negative culture), and a good response
to specific treatment; and ii) OPL cases, with diagnosis based on clinical manifestations accompanied by
histopathological pleura examinations and PF cytopathology, compatible with pleurisy other than TB.

Most patients presented information regarding BCG vaccinations (62/68). PF samples underwent the ADA
test based on Giusti's method [51], at the Hermes Pardini laboratory, a reference outsourced service
provision diagnostic medicine center. Human immunodeficiency virus (HIV) infection status was determined
using an immunohistochemical colorimetric method (Cobas®, Roche Molecular Systems Inc, CA, USA).
Pleural tissue for biopsies and PF samples underwent AFB staining and culture in Lowenstein-Jensen’s (LJ)
medium, according to routine laboratory methods. Pleural biopsy fragments were taken for histopathological
examinations and PF, for cytopathological investigations.

This study was approved by the Hospital Universitario Pedro Emesto — HUPE/UERJ Ethics Committee, no.
1.100.772. Sample donation was obtained only after written informed consent of all participants. Clinical,
laboratory, and demographic data were obtained from medical records.

Antigens: The recombinant fused antigens MT10.3:MPT64, F2 (MT10.3(1m40s:MPT64mgsL-

205A):MT10.341s.96)), and PPE59 were engineered in our laboratory, as described elsewhere [10, 11, 16].
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LIONEX Diagnostics & Therapeutics GmbH (Braunschweig, Germany) kindly donated Ags MT10.3 and
MPT64.

Clinical specimens and sample processing: Venous blood was collected in 10 milliliters (mL) tubes
without anticoagulants (BD Biosciences, Mountain View, CA) and PF was collected in 50 mL conical Falcon
tubes at the time of diagnosis, and immediately processed. Samples were centrifuged at 930 x g, low brake,
for 10 minutes, at 25°C for serum or 4°C for PF. Supernatant aliquots were then stored at -80°C until use.
PF samples with notable hemolysis were excluded from the study. All procedures follow international
biosecurity standards.

IgA and IgG “in house“ enzyme immunosorbent assay (ELISA): Flat-bottom polystyrene microtiter
plates (C96 Maxisorp; Nunc, Swedesboro, NJ, USA) were coated and incubated for 2 hours (h) at 37°C
with 50 microliter (uL)/well of an MTB antigen solution at concentrations previously determined for the
different MTB antigens in carbonate-bicarbonate buffer (CBB, pH 9.6; Na2CO3 15 mmol.L-, NaHCO3 at 15
mmol.L-"). The plates were washed three times with 200 uL of phosphate buffered saline (pH 7.4) with
0.01% tween (PBSt 0.01%) pH=7.4 (NazHPO4 90 mmol.L-'; NaH,PO4 18.98 mmol.L-; NaCl 9.92 mmol.L-;
0.01% Tween 20). Nonspecific binding was blocked by adding 100 pL/well of phosphate buffered saline (pH
7.4) with 0.01% tween (PBSt) pH = 7,4 (Na2HPOs 90 mmol.L-"; NaH2PO4 18.98 mmol.L-"; NaCl 9.92
mmol.L-*; 0.01% Tween 20) containing 5% bovine serum albumin (BSA-PBSt; US Biological, MA) and
incubated, as described above. After washing, the plates were immediately used or stored at 4°C (> 2
weeks). Each 50 pL of serial 2-fold dilutions of PF and serum samples in PBSt containing 1 % BSA were
added to the respective wells and incubated at 37°C for 1 h. After washing the plates, incubation was
carried out for 1 h with 50 pL solution of horseradish peroxidase-conjugated goat anti-human IgA or IgG

monoclonal antibodies (HRP, Pierce, Rockford, IL) at different dilutions in 1% BSA-PBSt. After a final
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washing, HRP activity was detected adding 50 uL/well of the chromogenic 3.3,5.5-tetramethylbenzidine
substrate solution (TMB; Pierce, Rockford, IL), and leaving the plate in the dark at room temperature for 20
min. Reactions were stopped using 50 pL/well of 2 mol.L-" H2SO4, and absorbance values were determined
at 450 nm on an ELISA reader (SpectraMax 190; Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). All tests were
performed in duplicate, and, pooled positive and negative controls (previously determined concentration)
were used as references in each set of experiments. To estimate 19gG-MT10.3:MPT64 immunoreactivity, the
same procedure described above was used, with, washings and dilutions of the samples and conjugates
carried out, respectively, with PBSt 0.1%, and PBSt 0.1% plus 0.3 mol.L-" NaCl as suggested by Araujo et
al. [10]. Table 1 exhibits the antigen, sample and conjugate standardizations and parameterizations for the
ELISA tests.

Statistical analyses: M. tuberculosis protein immunoreactivity was determined by optical density (OD).
Results are expressed as means * standard deviation (SD), and groups were compared using the
nonparametric Mann-Whitney or Kruskal-Wallis test. The chosen cutoff value was calculated for each
antigen according to a receiver operating characteristic (ROC) curve analysis for each PF and serum
dilution, fixing specificity at 95%, based on all PLTB and OPL subjects. The diagnostic value of the ELISA
was evaluated in terms of sensitivity (S) and specificity (Sp). A p value (p) of <0.05 was considered
statistically significant. A combinatory analysis of the results of the different proteins with test results used
for routine diagnosis was carried out. Statistical analyses were performed using the Statistical Package for
Social Sciences (SPSS) v. 20 (SPSS Inc., Chicago, IL) and Prism6 (Graph-Pad Software Inc., San Diego,

CA) softwares.
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LIST OF ABBREVIATIONS

°C - graus Celsius

Ab - antibody

AFB - Acid Fast Bacilli stain

ADA - adenosine deaminase

Ags - Antigens

BCG - Bacille Calmette Guérin

BSA - bovine serum albumin

CBB - carbonate-bicarbonate buffer

CNPq - Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
ELISA - Enzyme-liked ImunoSorbent Assay

FAPERJ - Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro
F2 - protein chimera MT10.3(1M-40S):MPT64M(91L-205A):MT10.3(41S-96))
FIOCRUZ - Oswaldo Cruz institution

h - Hours

HIV - Human immunodeficiency virus

HUPE - Hospital Universitario Pedro Ernesto

IFN-0 - Interferon-gamma

IgA - Immunoglobulin A

IgG - Immunoglobulin G

LIP — Laboratério de Imunopatologia

LJ - Lowenstein-Jensen’s medium
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LTBI - Latent tuberculosis infection
ml — milliliter
I - microliter

MTB - Mycobacterium tuberculosis

MT10.3 (ES6.9, TB10.3, Rv3019c) - MTB antigen (10kDa) encoded by genes of the difference region 2

MPT64 (Rv1980c) - MTB antigen (24kDa) encoded by genes of the difference region 2
MT10.3:MPT64 — MTB antigens fusion MT10.3 and MPT64

NaCl - Sodium chloride

nm - nanometer

OD - optical density

OPL - other non-tuberculous pleurisy

PBSt - phosphatebuffered saline with tween

PF - pleural fluid

PLTB - Pleural tuberculosis

POC - point of care test

PPES59 — MTB antigens encoded by RD11. PE (Pro-Glu) e PPE (Pro-Pro-Glu) Family
Prism6 - Prism Graph-Pad Software

QFT-GIT - QuantiFERON®-TB Gold In-Tube assay

RJ - Rio de Janeiro

ROC - receiver operating characteristic

S - sensitivity

SD - standard deviations
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Sp - specificity

SPSS - Statistical Package for Social Sciences software
TB - Tuberculosis

TMB - 3,3 ,5,5-tetramethylbenzidine substrate solution
p - p valor

UERJ - Universidade Estadual do Rio de Janeiro

X g-g Force
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TABLES AND LEGENDS

FIGURE LEGENDS

Fig. 1 Distribution of individual humoral responses of (a) IgA and (b) IgG antibodies against MT10.3,

MPT64, PPE59 and the MT10.3:MPT64 and the F2 fusion proteins, at different pleural fluid (PF) and serum

dilutions from patients presenting pleural tuberculosis (PLTB) or other non-TB pleurisies (OPL)

Note: Short bars, mean ODs. ****, p<0.0001,;***, p<0.0009; **, p<<0.001; *, p<0.05

Fig. 2 ROC curve of the IgA and IgG antibodies against MT10.3, MPT64, PPE59, and the MT10.3:MPT64
and the F2 fusion proteins, at different pleural fluid (PF) and serum dilutions from patients presenting pleural

tuberculosis (PLTB) or other non-TB pleurisies (OPL)
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TABLES

Table 1 - Standardization and parameterization of antigen concentrations, samples and conjugate dilutions
for IgA and IgG ELISA detection in pleural fluid (PF) and serum samples from patients presenting pleural

tuberculosis (PLTB) and other non-TB pleurisies (OPL).

IgA IgG Standardization
PPE59 (ug.mL-1) 0,5 1,0
Serum (dilution) 1:50 and 1:100 | 1:50 and 1:100 Mulinari, 2016
Secondary antibody 1:2.500 1:10.000
PPE59 (ug.mL-) 1,0
PF (dilution) 1:100 X present study
Secondary antibody 1:5.000
F2 (ug.mL") 0,5 1,5
Serum (dilution) 1:25101:200 | 1:200 to 1:1600 Sardella et al., 2014
Secondary antibody 1:5.000 1:20.000
F2 (ug.mL) 1,5
PF (dilution) 1:50 X present study
Secondary antibody 1:5.000
MT10.3:MPT64 (ug.mL"") 0,05 1,0
Serum (dilution) 1:50 1:50 present study
Secondary antibody 1:2.500 1:10.000
MT10.3:MPT64 (ug.mL"") 0,5 1,0 - .
PF (dilution) 1:50 10 1:800 1:200 e et sl
Secondary antibody 1:5.000 1:10.000 presant.study (19C)
MT10.3 (ug.mL-") 1,0 1,0
Serum (dilution) 1:50 a 1:400 1:400 Silva et al. 2008
Secondary antibody 1:1.500 1:2.000
MT10.3 (ug.mL-") 1,0
PF (dilution) 1:100 X Kaisermann et al., 2005
Secondary antibody 1:5.000
MPT64 (ug.mL-1) 0,5 1,0
Serum (dilution) 1:50 a 1:400 1:400 Silva et al. 2008
Secondary antibody 1:2.500 1.2.000
MPT64 (ug.mL-1) 1,0
PF (dilution) 1:100 X Kaisermann et al., 2005
Secondary antibody 1:5.000

X: represent non-possible ELISA standardization parameters
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non-TB, pleural diseases (OPL).

Table 2 - Clinical and socioeconomic data of participants presenting pleural tuberculosis (PLTB) and other,

Variables PLTB OPL
n=29 (42.6%) n=39 (57.4%)

Age (mean £ SD) 43.07+16.59 62.5+18.63 *

<50 years 22 (75.9) 10 (25.6)

> 50 years 7(24.1) 29 (74.4)
Gender

Male 21(72.5) 21(53.8)
Ethnicity

White 6 (20.7) 18 (46.2)

Black 6 (20.7) 10 (25.6)

Pardo (Brown) 17 (55.2) 11(28.2)
BCG vaccination:

Positive (scar) 20 (55.2) 20(48.7)

No Information 1(3.4) 5(12.8)
ADA (mean + SD) 1 61.15£32.71* 19.54+31.29

Positive 23(79.3) 2(5.1)
PF AFB

Negative 28 35

No Information 1(34) 4(10.3)
Pleural biopsy specimen AFB

Negative 6 4

No Information 23 (79.3) 35(89.7)
Culture (PF)

Positive 4(13.8) 0

No Information 1(3.4) 3(7.7)
Pleural biopsy specimen culture

Positive 1(34) 0

No Information 24 (82.8) 36 (92.3)
Cytopathology (PF)

Suggestive of TB 17 (58.6) 3(7.7)

Nonspecific 0 0

No Information 4 (13.8) 6(15.4)
Histopathology of pleural biopsy

Suggestive of TB 9(31) 0

Nonspecific 2(6.9) 5(12.8)

No Information 16 (55.2) 18 (46.2)
Previous TB

Positive 2(6.9) 2(5.2)

No Information 0 2(5.1)
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Other morbidity

Cancer

Heart failure

Renal failure

SLE

Hepatitis, Empyema, Chylothorax
Previous TB treatment

Free

>1 month
Human immunodeficiency virus

(HIV) status
Positive

No Information

o O O O o

28 (96.6)
3(10.3)

1(34)
5(17.3)

25 (64.1)
5(12.8)
4(10.2)
2(5.1)
3(7.5)

37 (94.8)
2 (5.1)

2(5.1)
14 (35.9)

* p<0.05. SD - Standard Deviation.! ADA — adenosine deaminase cutoff of > 40 U/L, PLTB: pleural tuberculosis patients; OPL:
patients presenting other, non-TB, pleural diseases. SLE: Systemic lupus erythematosus. Note: In Brazil, pardo (brown) means a

mixture of European, Black and Amerindian ethnicities.
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Table 3 — ELISA validity parameters for the detection of IgA and IgG antibodies against mycobacterial

antigens MT10.3, MPT64, PPE59, and the MT10.3:MPT64 and the F2 fusion proteins, at different pleural

fluid (PF) and serum dilutions.

ELISA tests (sampls PL-TB (n=29)  OPL (n=39)
dilutions) Mean + SD Mean + SD

IgA-(PF)

MT10.3 (1:100) | 0.983+0.336 0.548 +0.321
MPT64 (1:100) | 1164 £0.350  0.606 + 0.352
MT10.3-MPT64 (1:50) | 0.821+0.213  0.387+0.188
MT10.3-MPT64 (1:100) | 0.667 £0.195  0.302+0.138
MT10.3-MPT64 (1:200) | 0.542+0.154  0.232+0.093
MT10.3-MPT64 (1:400) | 0.433+0.126  0.185+0.060
MT10.3-MPT64 (1:800) | 0.323+0.125  0.209+0.094
PPE59 (1:100) | 0.696+0.186 0.392 +0.155
F2(1:50) | 0.553+0.230 0.351+0.212
IgA-(serum) |

MT10.3 (1:50) | 0.996+0.282 0.865+0.279
MT10.3 (1:100) | 0.888+£0281 0.714 +0.228
MT10.3 (1:200) | 0.760 +£0.263  0.634 +0.209
MT10.3 (1:400) | 0.622+0.216 0.528 +0.172
MPT64 (1:50) | 1.109+0.341 0.843 +0.371
MPT64 (1:100) | 1.045+0.323 0.757 +0.308
MPT64 (1:200) | 0.959+0.347 0.693 + 0.258
MPT64 (1:400) | 0.860+0.338 0.630 0.231
MT10.3:MPT64 (1:50) | 1176 £0.338  0.621+0.282
PPE59 (1:50) | 0.868 £ 0.204 0.706 + 0.206
PPES59 (1:100) | 0.841+£0.189 0.663 +0.190
F2(1:25) | 0.963+0.304 0.624+0.195
F2(1:50) | 0.810+0.271  0.507+0.165
F2 (1:100) | 0.698 +0.282  0.414+0.134
F2 (1:200) | 0619+0.252  0.443+0.188
IgG-(PF) |

MT10.3-MPT64 (1:200) | 0.840+£0.352  0.347+0.126
lgG-(serum) |

MT10.3:MPT64 (1:50) | 0.863+0.196  0.636+0.195
MT10.3 (1:400) | 1.409+£0.218 1.190 £ 0.261
MPT64 (1:400) | 1.256 £0.201 1.173+£0.213
PPE59 (1:50) | 0918 +£0.252 0.789 + 0.327
PPES59 (1:100) | 0.898+0.346 0.709 +0.279
F2 (1:200) | 0.604 £0.319 0.499 + 0.313
F2 (1400) | 0.467 £0.267 0.387 +£0.232
F2 (1:800) | 0.369+0.180 0.289 % 0.161
F2 (1:1600) | 0.271+£0.127 0.223+0.123

p valor!

R

0.129
0.204
0.003
0.087
0.127
0.024
0.031

Cut off

1.278
1.505
0.658
0.598
0.385
0.315
0.404
0.639
0.542

1.282

0.616

0.891
1.641
1.490
1.370
1.181
1.084
0.787
0.552
0.427

Sensitivity (%)
(Number +)

207 (6)
24.1(7)
86.2 (25)
65.5 (19)
86.2 (25)
82.8(24)
276 (8)
62.1(18)
448 (13)

207 (6)
276 (8)
13.8 (4)
13.8 (4)
207 (6)
276 (8)
345 (10)
276 (8)
44.8(13)
13.8 (4)
13.8 (4)
51.7 (15)
51.7 (15)
483 (14)
44.8 (13)

65.5 (19)

51.7 (15)
17.2(5)
10.3(3)
34(1)
17.2(5)
6.9(2)
10.3(3)
13.8 (4)
10.3(3)

Specificity (%)
(Number-)

95 (37)
95 (37)
95 (37)
%@n

95 (37)
95 (37)
95 (37)
95 (37)
95 (37)

95 (37)

95 (37)

95 (37)

95 (37)
95 (37)
95 (37)
95 (37)
95 (37)
95 (37)
95 (37)
95 (37)
95 (37)
95 (37)
95 (37)
95 (37)

95 (37)

95 (37)
95 (37)
95 (37)
95 (37)
95 (37)
95 (37)
95 (37)
95 (37)
95 (37)

IgA and IgG mean level results in optical density and their standard deviations (SD). ! Slgnlf icant difference of IgA/IgG production
between groups and between tested antigen were calculated by the Mann Whitney test (p<0.001*). PLTB: pleural tuberculosis
patients; OPL: patients with other, non-TB, pleural diseases; AUC: area under the curve
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other non-TB pleurisies (OPL) at different dilutions.

Table 4 —Sensibility (S) and specificity (Sp) of the combinatory results of IgA and/or IgG-MT10.3:MPT64

with PPE59, MT10.3, MPT64 and F2, in pleural fluid and serum of pleural tuberculosis patients (PLTB) and

MT10.3:MPT64 Combination results (sample dilutions) PLTB (N=29)  OPL (N=39)
N. Positive N. Negative
S(%) Sp (%)
Pleural Fluid IgA
(1:50) / PPE59 (1:100) 27 (93.1) 36 (92.3)
(1:100)/ PPE59 (1: 100) 24 (82.7) 37 (94.8)
(1:200) / PPE59 (1:100);
(1:50) / MPT64 (1:100); 26 (89.6) 37(94.8)
(1:50) / F2 (1:50)
(1:400)/ PPE59 (1:100);
(1:50) or /(1:200) or /(1:400) / MT10.3 (1:100) 26(696)  36(823)
(1:800) / PPE59 (1:100);
(1:100) /MT10.3 (1:100) 2029 e
(1:800) / MT10.3 (1:100) 12 (41.3) 35(89.7)
(1:100) / MPT64 (1:100) 20 (68.9) 36 (92.3)
(1:200) / MPT64 (1:100) or / F2 (1:50) or / MT10.3:MPT64.serum1.50 | 25 (86.2) 36 (92.3)
(1:400) / MPT64 (1:100) or / F2 (1:50) 24.(82.7) 36 (92.3)
(1:800) / MPT64 (1:100) 14 (48.2) 35(89.7)
(1:100) / F2 (1:50) 22 (75.8) 36 (92.3)
(1:800) / F2 (1:50) 18 (62) 35(89.7)
(1:50) / MT10.3-MPT64.serum?1.50 26 (93.1) 35(89.7)
(1:1000) / MT10.3-MPT64.serum1.50 19 (65.5) 36 (92.3)
(1:400) / MT10.3:MPT64.serum1.50 25 (86.2) 35(89.7)
(1:800) / MT10.3:MPT64.serum1.50 15 (51.7) 36 (92.3)
Serum IgA
(1.50) / PPE59 (1.50 or 1:100) or / MPT64 (1:400) 13 (44.8) 35(89.7)
(1.50) / MT10.3 (1:50 or 1:100 or 1:200); or / MPT64 (1:100) 14 (48.2) 35(89.7)
(1.50) / MT10.3 (1:400) 15 (51.7) 35(89.7)
(1.50) / MPT64 (1:50) 13 (44.8) 36 (92.3)
(1.50) / MPT64 (1:200) 14 (48.2) 36 (92.3)
(1.50) / F2 (1:25) 20 (68.9) 35(89.7)
(1.50) / F2 (1:50 or 1:100) 19 (65.5) 35(89.7)
(1.50) / F2 (1:200) 17 (58.6) 35(89.7)
Serum IgG
(1:50) / MT10.3-MPT64 (1:200) 21(72.4) 35(89.7)
(1:50) / PPE59 (1:50) or / F2 (1:200) 15 (51.7) 35(89.7)
(1:50) / PPE59 (1:100) or / MPT64 (1:400) 16 (55.1) 35(89.7)
(1:50) / MT10.3 (1:400) 18 (62) 35(89.7)
(1:50) / F2 (1:400) 15 (51.7) 36(92.3)
(1:50) / F2 (1:800 or 1:1600) 16 (55.1) 36 (92.3)
Pleural Fluid IgA/lgG
(1:50)/ MT10.3:MPT64 (1:200) 27(93.1) 36 (92.3)
(1:100)/MT10.3-MPT64 (1:200) 24(82.7) 35(89.7)
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(1:200)/ MT10.3-MPT64 (1:200) | 27931 35 (89.7)

(1:400)/ MT10.3-MPT64 (1:200) | 28(%.5) 35 (89.7)

(1:800)/ MT10.3-MPT64 (1:200) | 21(72.4) 35 (89.7)
Serum - IgA [

(1:50) / IgG-MT10.3:MPT64 (1:50) | 2159 35 (89.7)
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14

15
16
17
18
19
gg Table 5. The best ELISA results compared with conventional microbiological, histopathological and adenosine d-aminase (ADA) tests determined in
g‘i pleural fluid (PF) and/or pleural biopsy (PB) samples for tuberculous pleural infection (PLTB) diagnosis.
24
25
26
7 PLTB (n=29) OPL (n=39)
g g ELISA MT10.3:MPT64 (Number of positive %) ELISA MT10.3:MPT64 (Number of positive %)
30 Number IgA 1gG Number IgA IgG
Diagnostic (%) PF Serum  Combinatory ~ Combinatory PF Serum (%) PF Serum Combinatory Combinatory | PF Serum
| tests (1:50)1  (1:50)'  with MPT642  with F22 (1:200  (1:50) (1:50)"  (1:50)' with MPT642  with F22 | (1:200)'  (1:50)
ADA PF
Pdsitive 23(79.3) | 20 12 21 21 17 12 2(5.1) [0 1 0 0 0
ﬁ@gative 6 (20.7) 5 86.2 1 448 5 89.6 5 89.6 2 65.5 3 51.7 37(94.9) | 2 5.1 54 1 5.1 2 5.1 2 5.1 2 5.1
AER PF
itive 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Negative 28(9%6) | 24 862 12 448 25 89.6 25 89.6 19 655 15 517 | 35(100) |2 76 2 5.1 2 5.1 2 51 |2| 76 [2]| 51
N Information 1(34) 1 1 1 1 0 0 4(103) |1 0 0 0 1 0
Pleural biopsy
AFB
Rositive 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Negative 6 (100) 6 8.2 4 448 6 89.6 6 89.6 4 655 3 517 | 4(1000 ([0 51 0 51 0 5.1 0 51 10| 51 (0] 51
N&Information | 23(79.3) | 19 9 20 20 15 12 35(89.7) | 2 2 2 2 2 2
Clture (PF)
Positive 4(14.3) 3 2 3 3 3 2 0 0 0 0 0 0 0
Nébative 24(857) |21 862 10 448 22 86.2 22 86.2 16 655 13 517 | 36(100) |1 51 2 51 2 5.1 2 51 [1| 25 | 2] 51
Nd'Information 1(34) 1 1 1 1 0 0 3(7.7) |1 0 0 0 0 0
Pléural biopsy
specimen
Cl re
itive 1(25) 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0
ative 4 (80) 4 862 3 448 4 86.2 4 86.2 2 552 1 586 | 3(1000 [0 51 0 51 0 5.1 0 61 10| 51 [0] 61
%Information 24 (828) | 20 10 21 21 13 16 36(92.3) | 2 2 2 2 2 2
Pletral biopsy
58
59 28
60
61
62
63
64
65
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14
15
16
17
18
19

histopathology
21

Suggestive for
B3

Nejgative

Nanspecific

9(692) | 9
2(153) | 2
2(153) | 2
16(552) | 12

86.2

1

1
1
1

13.7

9

2
2
13

86.2

9

2
2
13

6
86.2 2 655
2

9

3
2 517
2

8

0

16(79.2)
5(238)
18(46.2)

0

1
0
1

51

1
0

51

o == o

5.1

- 20 o

5.1

51

alalol ©

51

NG Information
T

28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65

 sample dilution; 2 combinatory results of pleural fluid IgA-MT10.3-MPT64 diluted 1:50 with -MPT64 (1:100) or -F2 (1:50). OPL: Other, non-TB, pleurisies.
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Helena Féres Saad. We confirm that this work is original and has not been published elsewhere, nor is
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The serious tuberculosis (TB) situation in the world is reflected in the high annual mortality rates. TB
control depends on rapid patient diagnosis and prompt treatment. Among extrapulmonary forms,
pleural TB (TBPL) is the most frequent, and clinicians face poor accuracy and availability diagnostic
tests. Investigations on new markers and biomarkers to aid in the rapid diagnosis of TB are required.
Thus, our goal was investigated potential PLTB biomarkers, validating and/or evaluating the accuracy
of dosing IgA and IgG, against mycobacterial single Ags MT10.3, MPT64 and PPE59, fusion proteins,
such as MT10.3:MPT64 and the novel F2, in PF and serum samples of the same patients presenting
PLTB and others presenting non-TB pleurisy.

The ELISA proposed in this study with different antigens, based on antibody recognition of body fluids
of relative invasive power, PF and serum, demonstrated:

i) high sensitivity and specificity in TBPL diagnosis.

i) The PF IgA-MT10:MPT64 immune dominance was validated in PLTB, and its combinatory results
with PPE59 or MPT64 or F2 antigens as well as with 1gG, are reported herein for the first time,
improving their potential to assist diagnosis,

ii) Combining PF-ADA and IgA-MT10.3:MPT64/-F2 results achieved better accuracy.
lii) Moreover, serum IgG, although less accurate, displays potential beyond microbiological tests.

As ELISA test can be formatted as a point of care test, the proposed antibody-based test is promising
to aid clinical practice.

Last, despite to be a small-scale study, the data are enlightening, and deserve to be shared as support
for future investigations, evaluating immune response in TBPL for different mycobacterial antigens
and in the search for new TB biomarkers with value for immune diagnosis.
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Apresentacao do Projeto:

A tuberculose (TB) é a principal causa de morte em adultos, por doenga infecciosa Unica, nos paises em
desenvolvimento. Seu agente etioldgico, o

Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) infecta um ter¢go da humanidade e sdo diagnosticados
anualmente cerca de 9 milhdes de novos casos

de TB, com um milhdo e meio de mortes em todo o mundo (Organizacdo Mundial da Saude, 2014). A TB
Pleural é a manifestagéo extrapulmonar

mais frequente da TB no adulto. Atualmente, ha uma grande dificuldade no diagnéstico da doenca devido a
confirmagéo bacteriolégica estar

somente presente em apenas um quarto dos casos. Esta dificuldade é caracterizada pela maioria dos casos
serem paucibacilares, sendo a

positividade da baciloscopia em liquido pleural variando de 0 a 5% e a positividade cultura do tecido em
torno de 40% (Gopi et al., 2006). Além das

analises microbiolégicas e histoldgicas, niveis superiores a 40Ul/L de adenosina deaminase (ADA) no
liquido pleural s@o fortemente sugestivos de

TB Pleural (Sharma et al., 2005). No entanto, o desenvolvimento de novos métodos diagndsticos constitui

uma necessidade premente, uma vez que
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os resultados da analise do liquido pleural, atualmente empregadas, raramente confirmam o diagnéstico de
TB Pleural — visto que uma neoplasia,

por exemplo, também pode causar um derrame pleural exsudativo com predominéncia de linfécitos e
atividade aumentada de ADA. Além disso,

cabe salientar que atrasos no diagndéstico e, por conseguinte, no inicio da terapia estdo associados a
mortalidade elevada. O presente estudo se

propde a utilizar uma série de estratégias altamente inovadoras, como a transcriptémica, metabolémica,
protedmica quantitativa e citometria de fluxo

multiparamétrica na busca de novos biomarcadores que auxiliem ndo apenas para o diagnoéstico da TB
Pleural, como também no controle da doenga

em nosso pais.

Objetivo da Pesquisa:

Identificar biomarcadores circulantes e no liquido pleural capazes de auxiliar no diagnéstico diferencial da
TB Pleural, bem como buscar indicadores

pré-fibréticos e do grau de severidade da doenga.

Objetivo Secundario:

Tragar a composi¢do metabdlica, assim como o perfil protedmico do liquido pleural de pacientes com TB
Pleural e com outros diagndsticos

exsudativos. Correlacionar estes dados aos achados clinicos, radiolégicos e laboratoriais de forma a definir
biomarcadores que possibilitem o

diagnoéstico diferencial de TB Pleural. Pretendemos, ainda, identificar e caracterizar funcionalmente
subpopulagdes leucécitarias M. tuberculosisespecifica

no liquido pleural. E, finalmente, comparar os niveis de marcadores pro-fibréticos em sangue periférico e
liquido pleural com dados

radiolégicos, clinicos e histopatolégicos no diagnéstico da TB pleural.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:Os riscos potenciais conhecidos sdo aqueles pertinentes ao procedimento de pungéo toracica e
bidpsia pleural realizados como ferramenta

diagndstica, descritos no termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), bem como no termo de
responsabilidade apresentado aos pacientes.

Estes procedimentos sédo realizados como rotina no ambulatério para o diagnéstico das doengas com
derrame pleural e conta com uma equipe de

médicos e enfermeiros capacitados e bem treinados.As amostras coletadas serdo manipuladas em
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cabine de seguranca biolédgica classe Il B2 e a

equipe utilizara equipamentos de protecao individual adequados, ndo oferecendo riscos aos profissionais.
Beneficios: A identificagdo de novos alvos e, consequentemente, o desenvolvimento de métodos
diagnésticos que diferenciem a TB Pleural de outras patologias

com derrame pleural exsudativo, podem impactar de maneira significativa a assisténcia primaria aos
pacientes com TB, permitindo acesso rapido a

terapia vigente, diminuicdo do numero de ébitos e contribuindo para a interrupgao da cadeia de transmissao
da doenca.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa esta bem estruturada e o referencial teérico e metodolégico estdo explicitados, demonstrando
aprofundamento e conhecimento necessarios para sua realizagdo. As referéncias estdo adequadas e a
pesquisa € exequivel.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Todos os documentos de apresentagdo obrigatéria foram enviados a este Comité, estando dentro das boas
praticas e apresentando todas dados necessarios para apreciagéo ética. Foram avaliadas as informagdes
contidas na Plataforma Brasil e as mesmas se encontram dentro das normas vigentes e sem riscos
eminentes ao participante de pesquisa envolvido.

Recomendacoes:

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

O trabalho pode ser realizado da fora como esta apresentado. Diante do exposto e a luz da Resolugao CNS
n%466/2012, o projeto pode ser enquadrado na categoria — APROVADO.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideracgoes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislagdo vigente, o CEP recomenda ao Pesquisador: 1. Comunicar toda e qualquer
alteracéo do projeto e termo de consentimento livre e esclarecido. Nestas circunstancias
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a incluséo de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité, apds andlise das
mudangas propostas. 2. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local
seguro por 5 anos para possivel auditoria dos 6rgdos competentes. 3. O Comité de Etica solicita a V. S2.,
que encaminhe relatérios parciais e anuais referentes ao andamento da pesquisa ao término da pesquisa
encaminhe a esta comissao um sumario dos resultados do projeto.

RIO DE JANEIRO, 10 de Junho de 2015

Assinado por:

MICHELLE QUARTI MACHADO DA ROSA
(Coordenador)
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