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RESUMO

INTRODUGCAO: Tuberculose (TB), doenca infecciosa cronica causada pelo Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), é considerada um grave problema para a satde publica. Cerca de 40% do
peso seco da parede do Mtb é composta por lipidios. Grande parte do genoma bacteriano é
dedicado a biossintese e degradacdo dessas moléculas. O Mtb contém transportadores 0s quais
estdo envolvidos na importacdo desses lipidios através da parede celular que séo codificados
pelos operons mce 1 a 4. Em um estudo recente, foi demonstrado em modelo in vitro que o
Mtb, ao reprimir a expressdo do operon mcel, é capaz de modificar a composicdo lipidica de
sua parede celular, acumulando &cidos micolicos livres. Outro estudo demonstrou que o0s
lipidios do Mtb apresentam capacidade distinta de ativar a resposta pro-inflamatoria em
macrofagos murinos e em células T humanas. Assim, por serem moléculas importantes para a
viruléncia do bacilo e por serem capazes também de estimular uma resposta imune celular no
hospedeiro, nessa dissertacdo, exploramos se os lipidios do Mtb séo capazes de estimular uma
resposta humoral com a producédo de imunoglobulinas (1gs) que possam ser detectadas no soro
humano, em diferentes popula¢cdes. OBJETIVO: Avaliar os niveis de 1gG e IgM responsivos
aos extratos lipidicos do Mtb, da cepa selvagem e mutante no operon mcel, além de identificar
se essas Igs podem ser exploradas como possiveis marcadores de doenca e infeccao tuberculosa.
MATERIAL E METODOS: Voluntérios foram convidados para participar de um estudo de
corte transversal mediante a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).
Os soros desses individuos foram coletados e armazenados a -80°C até a sua utilizacdo. Ensaios
de ELISA foram realizados para identificar a deteccdo de anticorpos IgG e IgM contra 0s
extratos lipidicos do Mtb adsorvidos nas placas. Inicialmente foi feita a avaliacdo dos niveis
dessas Igs em todos 0s grupos testados no estudo, em seguida, foi realizada a avaliacdo desses
niveis através do indice de reatividade (IR), média geométrica e intervalo de confianca (IC) de
95%, além disso alguns parametros de desempenho dos testes foram avaliados como curva
ROC, sensibilidade, especificidade, acuracia, dentre outros. RESULTADOS: Pela avaliacéo
do desempenho dos ensaios realizados para diagnostico, observa-se que ndo ha uma diferenca
significativa na dosagem dos anticorpos entre 0s grupos em estimulo aos extratos lipidicos do
Mtb de ambas as cepas, com exce¢do dos niveis de 1gG e IgM em estimulo aos lipidios da
cepa selvagem no grupo de individuos com outras doencas pulmonares (ODP) em relacdo aos
demais. CONCLUSAOQO: Os extratos lipidicos do Mtb apresentaram capacidade limitada em
diferenciar os grupos testados no estudo pelas dosagens de 1gG e IgM. Entretanto, observou-se
um aumento nos titulos de anticorpos responsivos aos extratos lipidicos do Mtb no grupo ODP,
o qual pode ser explorado como um teste diferencial de triagem. Além disso, mais estudos
devem ser realizados buscando avaliar o papel de espécies lipidicas isoladas do Mtb como
possiveis marcadores de prognostico ou diagnostico da doenca, como forma de aumentar a
sensibilidade e especificidade dos testes.

Palavras-chave: Tuberculose. Lipidios. Testes sorologicos.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Tuberculosis (TB), a chronic infectious disease caused by Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), is considered a serious public health problem. About 40% of the dry weight
of the Mtb wall is composed of lipids. Much of the bacterial genome is dedicated to the
biosynthesis and degradation of these molecules. Mtb contains transporters which are involved
in the import of these lipids through the cell wall that are encoded by the mce 1 to 4 operons.
In a recent study, it was demonstrated in an in vitro model that Mtb, by repressing the expression
of the mcel operon, can modify the lipid composition of its cell wall accumulating free mycolic
acids. Another study demonstrated that Mtb lipids have a distinct ability to activate the pro-
inflammatory response in murine macrophages and in human T cells. Thus, as they are
important molecules for the virulence of the bacillus and because they are also capable of
stimulating a cellular immune response in the host, in this dissertation, we explore whether Mtb
lipids can stimulate a humoral response with the production of immunoglobulins (1gs) that can
be detected in human serum in different populations. AIM: To evaluate the levels of IgG and
IgM responsive to lipid extracts of Mtb virulent wild-type strain and the mutant in the mcel
operon, in addition to identifying whether these Igs can be explored as possible markers of
tuberculosis disease and infection. MATERIAL AND METHODS: Volunteers were invited
to participate in a cross-sectional study by signing an informed consent form (ICF). Sera from
these individuals were collected and stored at -80°C until use. ELISA assays were performed
to identify the detection of IgG and IgM antibodies against the lipid extracts of Mtb adsorbed
on plates. Initially, the levels of these Igs were evaluated in all groups tested in the study, then
the evaluation of these levels was carried out through the reactivity index (RI), geometric mean
and confidence interval (CI) of 95%, in addition some test performance parameters were
evaluated, such as ROC curve, sensitivity, specificity, accuracy, among others. RESULTS: By
evaluating the performance of the tests performed for diagnosis, it is observed that there is no
significant difference in the dosage of antibodies between the groups in stimulation of lipid
extracts of Mtb of both strains, with the exception of levels of 1gG and IgM in stimulation of
lipids of the wild strain in the group of individuals with other pulmonary diseases (OPD) in
relation to the others. CONCLUSION: The lipid extracts of Mtb showed limited ability to
differentiate the groups tested in the study by the dosages of IgG and IgM. However, an increase
in antibody titers responsive to Mtb lipid extracts was observed in the OPD group, which can
be explored as a differential screening test. In addition, further studies should be carried out
seeking to assess the role of lipid species isolated from Mtb as possible markers of prognosis
or diagnosis of the disease, as a way of increasing the sensitivity and specificity of the tests.

Keywords: Tuberculosis. Lipids. Serological tests.
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1 INTRODUCAO

1.1 TUBERCULOSE: ASPECTOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGIA

Tuberculose (TB), doenca negligenciada que representa um grave problema para a
salde publica, é a principal causa de 6bito por doencas infecciosas em todo mundo. Até a
pandemia da doenca do coronavirus 2019 (COVID-19), a TB era a principal causa de ébito por
um Unico agente infeccioso, superando até mesmo o virus da imunodeficiéncia humana (HIV)/
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (WHO, 2021). TB é uma doenca crbnica
infectocontagiosa transmitida pelo ar e é causada por microrganismos do Complexo
Mycobacterium tuberculosis (Mth) (PAI et al., 2016). A doenca afeta tipicamente os pulmdes
(TB pulmonar), mas também pode atingir outros érgaos (TB extrapulmonar). As pessoas
infectadas tém um risco vitalicio de 5-10% de adoecer com TB e pessoas imunocomprometidas
(como aquelas que vivem com HIV, desnutri¢do ou diabetes) tém esse risco ainda maior (WHO,
2021).

Estima-se que um quarto da populacdo mundial (cerca de 1,7 bilhdes de pessoas) esta
infectada pelo bacilo (WHO, 2021), sendo que 10% do total desses individuos pode progredir
para a doenga ativa, principalmente, nos dois primeiros anos apos a infeccdo (GLICKMAN et
al., 2001), os outros 90% conseguem conter o bacilo permanecendo assintomaticos. Por muito
tempo acreditava-se que o individuo infectado pelo Mtb poderia desenvolver dois estados da
infeccdo: a infeccdo latente de TB (ILTB) ou a doenca ativa. Porém, estudos de patogénese em
modelos animais e em humanos sugerem um curso mais complexo, onde, apos contato inicial
entre Mtb e um hospedeiro humano, o patégeno pode progredir para a TB ativa ou ser
completamente eliminado por meio da resposta imune inata e/ou adquirida (PAI et al., 2016).
Para individuos com ILTB, o0 hospedeiro mantém uma relacdo dindmica com o Mtb através da
regulacdo de nutrientes disponiveis bem como os sistemas imunoldgicos inatos e adquiridos
(BARRY et al., 2009; SCHWANDER, DHEDA, 2011). Diante do elucidado, recentemente foi
descrito um novo espectro da infeccdo pelo Mtbh com fases adicionais que podem ser definidas
entre a infeccdo latente e a reativacdo para a tuberculose ativa (ACHKAR, JENNY-AVITAL,
2011).

DRAIN e colaboradores (2018), fazem a descricéo de dois estados clinicos adicionais
na reativacdo da TB, denominados de TB incipiente e subclinica (Figura 1). O individuo com

ILTB progride inicialmente para o estado conhecido como TB incipiente, que é uma fase da
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infeccdo a qual apresenta Mtb vidvel, mas ainda ndo ha a presenca de sintomas clinicos,
anormalidades radiograficas ou evidéncias microbioldgicas consistentes com TB ativa. Em
seguida desenvolve-se a TB subclinica, que é uma doenca causada por Mtb viavel, ndo
apresenta sintomas clinicos relacionados a doenca, mas causa outras anormalidades que podem
ser detectadas usando ensaios radioldgicos ou microbioldgicos existentes. Por fim, acontece o
desenvolvimento da TB ativa que é uma doenca causada por Mtb viavel que causa sinais e
sintomas classicos (como tosse persistente, febre vespertina, emagrecimento e sudorese
noturna), além de apresentar anormalidades radiograficas ou evidéncias microbioldgicas

consistentes.

" Fase inicial ___ .l |‘ . Fase tardia .
™ Rapida Doenga Lenta T8
Priméria Reativacdo Ciclica Restivacko {'\fu
= Inicio
& dos TB Subclinica
g sintomas '
: clinicos
©
= TB Incipiente
5 |
]
o
T8
Latente TB Latente
4 7

t Infeccdo Eliminada Tempo Infecgdo Eliminada TB Eliminada

Infeccao

Figura 1- Vias de Progressado da tuberculose
Fonte: (Adaptado de DRAIN, et al., 2018).

Em 2020, estimou-se que cerca de 10 milhdes de individuos desenvolveram TB no
mundo, o que equivale a 127 casos por 100 mil habitantes. A maioria dos casos da doenca
ocorreu na Asia (43%), Africa (25%), Américas (3,0%) e Europa (2,3%). Os 30 paises com
maiores prevaléncias de TB foram responsaveis por 86% de todos 0s casos incidentes em
todo o mundo (Figura 2) (WHO, 2021).
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Figura 2 - Incidéncia de TB nos paises que notificaram, pelo menos, 100.000 casos em 2020.
Fonte: (Adaptado de WHO, 2021).

O Brasil esta entre os 30 paises de alta carga para TB e TB-HIV que sdo considerados
prioritarios pela Organizacdo Mundial da Satude (OMS) para o controle da doenga no mundo.
Quanto ao namero de notificacdes de TB por Unidade Federada (UF), evidenciou-se uma
importante heterogeneidade no pais em 2021, observando-se que 11 UF tiveram coeficientes
de incidéncia maiores que o coeficiente do Brasil (32,0 casos de TB por 100 mil hab.), sendo
0s maiores coeficientes registrados nos estados do Amazonas (71,3), Rio de Janeiro (67,4) e
Roraima (54,6), seguidos do Acre (50,3), Pernambuco (45,9), Para (42,6), Rio Grande do Sul
(36,5), Mato Grosso do Sul (34,9), Espirito Santo (34,7), Amapa (35,2) e Sdo Paulo (33,8),
conforme demonstram a Figura 3. Na Bahia, foram notificados cerca de 25,3 casos de TB por
100 mil habitantes (BRASIL, 2021).
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Figura 3 - Coeficiente de incidéncia de tuberculose (por 100 mil hab.). Unidade Federada, 2021.
Sistema de Informacao de Agravos de Notificacdo/Secretarias Estaduais de Satude/Ministério da Salde;
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica.

Fonte: (BRASIL, 2021).

1.2 TESTES DISPONIVEIS PARA O DIAGNOSTICO DA TUBERCULOSE PULMONAR
ATIVAE LATENTE

O diagnéstico da TB, embora tenha sido aperfeicoado com o passar dos anos, ainda é
um desafio nos postos de atendimento, principalmente nas fases as quais o paciente apresenta
TB incipiente ou subclinica. Durante a transi¢do da doenca, embora o paciente ja seja capaz de
transmitir o Mtb, a auséncia de sintomas evidentes da TB ndo é suficiente para que ele procure
atendimento médico, o que impde ao sistema pablico de saide um desafio ainda maior para
controlar a doenca. N&do existem até o momento testes diagnosticos capazes de identificar a
transicdo entre infec¢do-doenca antes da manifestacdo dos sintomas respiratorios. Devido a alta
taxa de incidéncia da doenca e 0 aumento no nimero dos casos de resisténcia as drogas
disponiveis comercialmente, a OMS tem alertado quanto a necessidade de desenvolvimento de
métodos diagnosticos rapidos e de facil execucdo, com alta sensibilidade e especificidade e que
ndo dependam da utilizacdo de amostras de escarro, em decorréncia da sua dificuldade de
obtencao.

A baciloscopia do escarro é considerada a técnica primaria empregada para o

diagndstico da TB, desde que executada corretamente em todas as suas fases, permite detectar



20

de 60% a 80% dos casos de TB pulmonar em adultos (BRASIL, 2019). Entretanto, é
considerado um teste com baixa sensibilidade e com um baixo limite de deteccdo (5.000-10.000
bacilos por mililitro de expectoracdo) (WHO, 2021). O método que é considerado padrdo-ouro
para a confirmacdo bacterioldgica da TB é a cultura, que apresenta elevada especificidade e
sensibilidade no diagndstico da TB. Nos casos pulmonares com baciloscopia negativa, a cultura
do escarro pode aumentar em até 30% a sensibilidade do diagndstico bacterioldgico da doenga
(BRASIL, 2019). Contudo, apesar de ser o melhor e mais sensivel teste para confirmacéo da
doenca, hd uma demora para obtencéo do resultado (em média 1-3 semanas), o que dificulta o
rapido diagnostico da doenga (WHO, 2021).

Nos ultimos anos, numerosos métodos de biologia molecular foram desenvolvidos para
0 diagnodstico da TB, incluindo a utilizacdo de sondas de acidos nucléicos e técnicas de
amplificacdo de genes como: a reacdo de cadeia da polimerase (PCR), amplificacdo de
deslocamento de fita (ADF), transcricdo mediada por amplificacdo (TMA), dentre outros
(ACHARYA et al., 2020). O ensaio GeneXpert MTB/RIF (Cepheid, Califérnia) é o teste
molecular que tem sido amplamente utilizado. Esse € considerado um teste rapido
computadorizado, que permite a deteccdo de DNA de Mtb e sua resisténcia a rifampicina
diretamente no escarro em 2 horas (THERON et al., 2012). Entretanto, a utilizagdo dessa técnica
requer uma infraestrutura sofisticada e uma equipe capacitada para a sua realizacdo, o que
dificulta 0 amplo uso em paises de baixa renda e baixo investimento na area de salde, e que
apresentam as maiores incidéncias da doenca.

Alguns testes imunologicos sdo utilizados, principalmente, para a triagem da doenca,
como o teste da tuberculina cutanea (TST) e o teste de liberacdo do interferon-gama (IGRA).
O TST, também conhecido como Mantoux, é baseado na injecdo intradérmica de derivado
proteico purificado (PPD) do Mtb para detectar a resposta imunolégica do individuo a partir do
tamanho de reacdo na regido de aplicagdo (>5 mm ¢ considerado positivo), apds 48 a 72 horas.
Embora esse teste apresente um bom desempenho em detectar a exposicdo ao Mtb nos paises
onde a doenca é menos prevalente, a eficacia do TST é limitada nos paises com alta prevaléncia
da TB, apresenta resultados falsos positivos em individuos que foram vacinados com o Bacille
Calmette-Guerin (BCG) ou que foram infectados por micobactérias ndo tuberculosas (MNT)
(LATORRE et al., 2010). Ademais, a sensibilidade do TST é muito baixa em individuos
imunocomprometidos (CLINIC; MISNER, 2018).

Os testes IGRAs sdo utilizados para o diagnéstico da TBL e foram desenvolvidos para

superar as limitagdes associadas ao TST (PAI; RILEY; JR, 2004). O teste baseia-se na
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quantificacdo de interferon-gamma (IFN-y ) através de imunoensaio enzimatico e ap6s a cultura
de sangue total com antigenos do Mth. Dentre os antigenos utilizados encontram-se 0 ESAT-6
e o CFP-10, os quais sdo ausentes na vacina da BCG e nas MNTs mais comuns. O controle
negativo do teste ndo apresenta antigenos do Mtb, enquanto o controle positivo usa
fitohemaglutinina como antigeno ndo especifico (MICHELLE K. HAAS et al., 2019). N&o
existe um teste padrdo ouro para o diagnéstico da TBL, contudo o IGRA é considerado o melhor
teste existente para identificacdo dessa condicao clinica.

Além dos testes citados anteriormente, o diagndstico por imagem é uma importante
ferramenta para acompanhamento da TB pulmonar e confirmacao da doenca. Na radiografia do
torax podem ser observados varios padrdes radioldgicos sugestivos de atividade de doenca,
como cavidades, nddulos, consolidagdes, massas, processo intersticial (miliar), derrame pleural
e alargamento de mediastino. A tomografia computadorizada (TC) do térax € mais sensivel para
detectar alteracGes anatdmicas dos 0rgéos ou tecidos comprometidos e € indicada na suspeita
de TB pulmonar quando a radiografia inicial € normal, e para o diagnéstico diferencial de outras

doencas toracicas, especialmente em pacientes imunossuprimidos (BOMBARDA et al., 2019).

1.3 RESPOSTA IMUNE HUMORAL AO Mycobacterium tuberculosis

Dados experimentais evidenciaram que a imunidade humoral pode contribuir na defesa
contra patdgenos que tenham preferéncia por vida intracelular (CASADEVALL, 2003,
CASADEVALL; PIROFSKI, 2012), incluindo também possivel protecdo contra o Mtb
(GLATMAN-FREEDMAN, 2006; CASADEVALL, 2003; CHAN et al., 2014).

Ja foi identificado uma alta regulacédo do receptor de anticorpo de alta afinidade FCgR1A,
em estudos que analisaram transcritos de sangue total de pacientes com tuberculose ativa
(CLIFF et al., 2013; KAFOROU et al., 2013; PETRILLI et al., 2020). Esse receptor liga-se,
principalmente, a anticorpos dos subtipos 1gG1 e 1gG3, expressos em macréfagos e células
dendriticas (GUILLIAMS et al., 2014). A ativacao de C1q, integrante do sistema complemento,
que forma imunocomplexos com imunoglobulinas, estdo também elevados na doenca
tuberculosa ativa indicando uma associacdo com a severidade da doenca (CLIFF et al., 2013;
CAl et al., 2014; PETRILLI et al., 2020). Outros componentes que podem estimular a
imunidade humoral também estdo presentes no local da infec¢do: no trabalho de Ashenafi et
al., 2014, identificou-se que na TB pulmonar ha aumento de citocinas do tipo Th2 como IL-4,

CCL-4 e SOCS3 no lavado bronquioalveolar o que pode estar estimulando a resposta por
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anticorpos. A expressdo da citocina SOCS3 tambem foi identificada com alta sensibilidade e
especificidade no estudo de Petrilli e colaboradores, em 2020.

Adicionalmente, outros estudos ressaltaram que a producdo de anticorpos auxilia no
combate a infeccdo pelo Mth. Em sistemas experimentais, camundongos infectados por via
aerea e que ndo secretam anticorpos, tiveram uma capacidade diminuida de controle da infeccéo
pelo Mtb e uma maior letalidade (FOUNTAIN et al., 2013). Evidéncias acumuladas, na ultima
década, revelaram que a administracdo de anticorpos monoclonais contra varios componentes
do Mtb, tais como arabinomanana, lipoarabinomana (LAM), heparina hemaglutinina e a
proteina 16 kDa podem proteger camundongos contra o bacilo da TB (HAMASUR et al., 2004;
PETHE et al., 2001; RELJIC; CLARK; WILLIAMS, 2006), se for levado em consideracdo os
parametros de carga bacteriana, extensdo da disseminacdo e inflamacéo local (GLATMAN-
FREEDMAN, 2006). Esses resultados demonstram que a imunidade humoral, com consequente

producdo de anticorpos, tem papel importante no contexto da infecgcdo pelo Mtb.

1.4 DINAMICA DA PRODUCAO DE ANTICORPOS NA TUBERCULOSE

Células B apresentam multiplas funcdes. As mais conhecidas se diferenciam em
plasmdcitos de forma dependente, ou ndo de células T, podem ser regulatérias, possuem a
habilidade de apresentar antigenos e produzir citocinas (LUND; RANDALL, 2010). A
interacdo entre células B e T CD4 auxiliares resulta na expansdo de células B, hipermutacao
somatica, maturacdo de afinidade, mudanca de classe e o desenvolvimento de células B de
memoria e plasmaticas produtoras de anticorpos (Figura 4) (CHAN et al., 2014).

Com base na localizacao, isotipo do receptor e funcédo especifica, as células B de meméria
podem residir no tecido ou serem encontradas no sangue periférico (INOUE et al., 2018). O
estudo de Du Plessis et al., 2016, identificou que células B de memdria CD27+ IgM+ sdo
encontradas no sangue periférico de pacientes com tuberculose ativa. A diferenciacdo dessas
células caracteriza-se pela maturacdo na afinidade e mudanca de isotipo de receptores,
tornando-as ativadas nos centros germinativos (CG) dos linfonodos, local onde a maioria dessas
células ainda expressa IgM de baixa afinidade com alguma mudanca de isotipo para células B
IgG+ ou IgA+ de memoria (TAYLOR; PAPE; JENKINS, 2012). Uma vez que as células B de
memoria sdo expostas novamente aos antigenos, elas podem se transformar em células do
plasma secretoras de anticorpos ou voltar ao CG. Essa Gltima opg¢do permite a mudanca de

classe e maturacdo de afinidade, aumentando a diversidade das células B de memoria (INOUE
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et al., 2018; STEBEGG et al., 2018).
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Figura 4 - Mecanismos pelos quais as células B moldam a resposta imune ao Mycobacterium
tuberculosis. As células B podem regular a resposta do hospedeiro ao Mtb: (1) funcionando como
antigeno apresentando células para interagir com células T: o local priméario desta reacdo é no centro
germinativo (CG). A interacdo entre as células B e Tf (células T auxiliares foliculares) culmina na
expansdo de células B, hipermutacdo somatica, maturacdo de afinidade, mudanca de classe e o
desenvolvimento de células B de memoria e células plasmaticas produtoras de anticorpos; (2) producao
de citocinas que modulam células imunes responsivas, inclusive influenciando a diferenciacdo de células
T e, portanto, suas funcGes efetoras; e (3) producdo de anticorpos (Ac) que podem modular maltiplos
aspectos da resposta imune inata e adaptativa. Anticorpos especificos de Mth podem opsonizar bacilos
extracelulares, formar complexo imunolégico que fixa complementos e engaja 0s receptores Fc das
células efetoras, modulando assim suas funcGes e, portanto, seus efeitos em outras células imunes,
incluindo células T. Os anticorpos também podem modular as rea¢des do CG, assim como a inflamacao
em tecidos infectados. LT: linfotoxina; TGF: fator transformador de crescimento; IL: interleucina; TNF:
fator de necrose tumoral; APC: célula apresentadora de antigeno; CG: centro germinativo; Ac: anticorpos;
Ag: Antigeno; Circulo vermelho: antigeno de Mtb; Circulos rosa: citocinas secretadas; Verde Y: 1gG;
Rosa duplo Y: IgA dimérica; Floco de neve azul: IgM pentamérica; marrom duplo Y: receptor de células
B

Fonte: (Adaptado de CHAN et al., 2014).

O desenvolvimento de granuloma é um marcador da infeccdo pelo Mtb (ORME;
BASARABA, 2014). Granulomas no pulméo de humanos contém agregados de células B ainda
ndo sensibilizados, de memdria e células plasmaticas como eosinéfilos, neutréfilo, macréfagos
e células T CD4+ e CD8+ (LASCO et al., 2004; ULRICHS et al., 2004; ACHKAR; CHAN;
CASADEVALL, 2015 ; BOHRER et al., 2021). A interacdo celular dentro dos granulomas com
o0s antigenos do Mtb facilita a exposicao e ativacdo de células B com consequente producéo de

anticorpos. Subpopulacbes de células B sdo consideradas a fonte priméaria de IgM que
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reconhecem antigenos micobacterianos (EHRENSTEIN; NOTLEY, 2010; BAUMGARTH,
2010; CERUTTI; PUGA, 2013).

Anticorpos especificos contra o Mth podem opsonizar bacilos extracelulares ativando
complementos através dos receptores Fc das células efetoras, modulando assim suas funges e
efeitos em outras células imunes, incluindo células T. Anticorpos também podem modular as
reacdes do centro germinativo e a inflamagéo nos tecidos infectados (CHAN et al., 2014). Em
um estudo recente, identificou-se que anticorpos monoclonais humanos dos isotipos IgM e 1gG,
no soro de pacientes infectados, contra o lipidio lipoarabinomanan (LAM) do Mtb foram
gerados a partir de células B de memdria (CHOUDHARY et al., 2018). Esses dados indicam
que a producédo de IgG e IgM € importante para o controle da infeccdo pelo Mtb e abre a
perspectiva de que essas moléculas possam ser avaliadas como ferramentas e para o

desenvolvimento de testes rapidos para diagndstico da TB.

1.5 AVALIACAO DE IMUNOGLOBULINAS PARA O DIAGNOSTICO DA
TUBERCULOSE

As evidéncias de que a producao de imunoglobulinas é importante para o controle de
diversas infecgdes, incluindo patdgenos intracelulares como o Mtb, abre perspectiva para
avaliar se a producdo dessas moléculas seria util para a identificacdo de possiveis marcadores
soroldgicos de gravidade de doenca, de progressdo da infeccdo latente para a doenca ativa e
para o diagnostico da TB. Ensaios imunoenzimaticos para quantificacdo de imunoglobulinas
sdo considerados métodos de simples execucdo, econdmicos e minimamente invasivos, além
de dispensar a coleta de escarro, que € de dificil obtencdo, principalmente, em criancas e idosos.

Na ultima década, alguns estudos avaliaram antigenos proteicos do Mtb como alvos para
o0 desenvolvimento de testes diagndsticos soroldgicos para TB. No estudo de Ben Selma et al.,
2010, identificou-se que o uso clinico do ensaio sorodiagnostico 1gG baseado na detec¢do do
antigeno A60 do Mtb é de grande valor para o rapido diagnostico e discriminagdo entre TB
ativa e doencas pulmonares ndo-TB. Mais tarde no estudo de Xu; Chen; Chen, 2012, observou-
se que a fusdo de proteinas do Mtb como a proteina CFP-10, ESAT-6 e 0 dominio de fragmento
extracelular PPE68 poderiam ser utilizados no soro diagnéstico da TB ativa. O estudo de Zhang
et al., 2013 mostrou que o uso clinico dos antigenos proteicos ESAT-6, CFP-10, ESPC,
14KD/38KD e os antigenos ESAT 6/14KD/38KD para sorodiagnéstico mediado por IgG,
apresenta valor significativo para o diagndstico rapido de TB e para a discriminacdo entre

pacientes com TB ativa e controles. Em um estudo recente, foi avaliado o potencial de 17
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proteinas especificas do Mtb para a deteccdo de antigenos especificos para o diagnostico da TB
por 1gG e IgM. Entre esses candidatos, os antigenos Rv0220 e Rv1987 em combinagdo ao
Rv3807 foram considerados os mais promissores (MA et al., 2020).

A deteccdo de anticorpos especificos do Mtb é um método considerado mais rapido e
simples de executar do que a maioria dos métodos baseados em amostras de escarro e células
T (SILVA et al., 2003; P ANDERSEN et al., 2000). Contudo, a OMS néo aprovou testes
sorologicos baseados na deteccdo de proteinas de Mtb devido sua baixa sensibilidade e
especificidade (WHO, 2011). Se os componentes proteicos do Mtb testados ndo sdo bons na
inducdo de anticorpos especificos Uteis para serem aplicados no diagnostico, outras moléculas

importantes para a viruléncia do bacilo devem ser avaliadas.

1.6 RESPOSTA IMUNE AOS LIPIDIOS DO Mycobacterium tuberculosis E O OPERON
MCE1

A parede celular do Mtb contém diversas classes de lipidios. Cerca de 40% do peso seco
da parede celular dessa bactéria € constituido por essas moléculas (ANDERSON, 1943) (Figura
5). Lipidios de galactomanano, lipomanano, dimicocerosato de ftiocerol, dimicolil trealose
(fator de corda), sulfolipidios especificos para 0 Mtb e os manosideos de fosfatidilinositol
(HETT et al., 2008), sdo alguns dos lipidios presentes que podem estimular células B na
producdo de imunoglobulinas (CHAN et al., 2014).

Sabe-se que 0 Mtb contém quatro copias homologas de um operon mcel-4, possivelmente
envolvidos no transporte de lipidios através da parede celular do bacilo (COLE et al., 1998;
CASALLI; RILEY, 2007). Em um estudo foi observado que a interrup¢do do operon mcel
interferiu na formac&o de uma resposta celular do tipo Thl, a qual comprometeu a formacao de
granulomas organizados nos pulmdes de camundongos (SHIMONO et al., 2003). A expressao
do operon mcel é reprimida na cepa selvagem (WT) do Mtb nas primeiras oito semanas de
infeccdo em camundongos (UCHIDA et al., 2007) e sua expressao diminui apos 4h de infec¢édo
em macréfagos (CASALI; WHITE; RILEY, 2006). Dessa forma, em algum momento durante
a infeccdo in vitro de macr6fagos ou in vivo (em camundongos), a cepa WT apresenta 0 mesmo

fendtipo da cepa mutante no operon mcel (Amcel).
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Figura 5 - Representacdo esquematica do envelope celular do Mycobacterium tuberculosis. Os
componentes incluem MC, PG e ligacGes covalentes a macromoléculas: AG, PIM2, PIM6 , LM e Man-
LAM; um composto ME de AM ligado covalentemente a AG, TDM, DAT, PAT, PDIM e SL-1; e um
camada mais externa de AML; AML: acido micolico livre; TDM: dimicolato de trealose; SL-1:
sulfoglicolipido; DAT: diaciltrealose; PDIM: ftiocerol dimicocerosato; PAT: poliaciltrealose; AM: &cido
micoélico; Man-LAM: lipoarabinomanano capeado por manose; ME: membrana externa; AG:
arabinogalactano; LM: lipomanana; PIM2 :dimanésido de fosfo-mio-inositol; PIM6: fosfo-mio-inositol-
hexamandsido; PG: peptidoglicano; MC: membrana celular; mmpL: proteina de membrana
micobacteriana grande.

Fonte: (Adaptado de QUEIROZ; RILEY, 2017).

A repressdo do operon mcel causa modificacdo da composicdo lipidica de sua parede
celular, com acumulo de &cidos micdlicos (AM) livres (CANTRELL et al., 2013; QUEIROZ
et al., 2015). No estudo de Queiroz e colaboradores em 2015, foi identificado, por analises de
metabolomica de lipidios, que a cepa Amcel contém quantidades reduzidas de diaciltrealose,
fosfatidiletanolamina, sulfuglicolipideo diacilado, acido phitienoico e &cido phiticeranico em
sua parede celular, em comparacdo com seu parental WT. Nesse mesmo estudo, a analise de
lipidomica demonstrou a expressao diferencial de mais de 400 espécies lipidicas entre a cepa
Amcel e a cepa WT. Queiroz e Riley em 2017, propuseram um modelo de “imunostato
mycobacteriano” no qual o Mtb, a partir da regulacéo dos lipidios da parede celular, controlaria
a resposta imune do hospedeiro. Muitos desses lipidios estdo associados a uma resposta imune
distinta no hospedeiro durante a primeira fase de infeccdo, a diferenca na expressdo desses
determinara se o bacilo entrard, ou ndo, na fase crénica da infeccdo. Esse processo pode estar
associado a persisténcia da bactéria no hospedeiro.

A resposta imune aos lipidios do Mtb no hospedeiro tem sido avaliada. Ja foi identificado
a capacidade desses em induzir a formagdo de granuloma (BEKIERKUNST et al., 1969),
migracdo de leucocitos (BLOCH, 1949), expressdo de citocinas inflamatérias (GILLERON et
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al., 2004) ou a inibicdo da resposta de macréfagos (PABST et al., 1988). Em um trabalho
recente, foi avaliado a resposta aos lipidios da cepa WT e Amcel em macréfagos murinos e em
subpopulagdes de células T humanas, com o objetivo de avaliar como as mudangas na
composicdo lipidica da parede do Mtb podem modular a resposta imune do hospedeiro
(PETRILLI et al., 2020). Nesse estudo, identificou-se que os lipidios da cepa Amcel, em
relacdo a WT, aumentam a expressao de mRNA de receptores nucleares ativados por lipidios
como o TR4 (Receptor Testicular 4) e PPAR-y (Receptor Ativado por proliferadores de
peroxissoma) e diminuem a expressao dos genes que codificam as citocinas TNF-a (Fator de
Necrose Tumoral alfa), IL-6 (Interleucina 6) e IL-1B (Interleucina 1 beta), em macréfagos.
Além disso, os dados sugerem que as mudancas na expressdo do operon mcel durante 0 curso
da infeccdo podem servir como uma estratégia do Mtbh para escapar das respostas pro-
inflamatdrias do hospedeiro.

A observacdo de que os lipidios do Mtb induzem uma resposta imune celular no
hospedeiro nos levou a avaliar se os extratos lipidicos das cepas de Mtb WT ¢ Amcel seriam
capazes também de estimular a producédo de anticorpos séricos em individuos com TB ativa e
latente. Se sim, a sintese de anticorpos nessa populacdo poderia ser avaliada como possiveis
marcadores sorologicos para o diagnostico da TB ou para monitorar a progressdo da doenca.
Estudos prévios avaliaram e quantificaram imunoglobulinas G e M em resposta a alguns
lipidios do Mth. No estudo de Goodridge, et al., em 2012, analisou-se os niveis de IgM anti-
fosfolipidios presentes no Mtb, incluindo cardiolipina (CL), fosfatidilinositol (PI),
fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilcolina (PTC) e esfingolipideo (SL), com o objetivo de
encontrar biomarcadores para a resposta ao tratamento em pacientes com TB e com
baciloscopia positiva. Neste estudo, encontraram que IgM contra lipidios micobacterianos sao
potenciais biomarcadores para monitorar o tratamento da TB em adultos (GOODRIDGE et al.,
2012; TOGUN et al., 2018). Em outro estudo, Takenami e colaboradores em 2018, avaliaram
a resposta de IgG e IgM séricas contra cardiolipina (CL), fosfatidilcolina (PTC),
fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol (P1) e sulfatida (SL-I), com o objetivo de obter
bioassinaturas que poderiam ser usadas para o diagnostico da TB e avaliar sua aplicabilidade
no monitoramento da eficacia do tratamento anti-tuberculose. Um estudo recente avaliou 0s
niveis séricos de imunoglobulinas contra antigenos do envelope celular do Mth (como
cardiolipina, sulfato, acido micélico e proteina McelA) para monitorar a resposta ao tratamento
da TB em criancas e adolescentes com TB pulmonar ou extrapulmonar (DOS SANTOS et al.,

2020). Essas analises mostraram que apds seis meses de tratamento da doenca houve uma
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diminuig&o significativa dos niveis de IgM e 1gG contra a proteina McelA.

Em conjunto, os estudos anteriores reforcam a importancia de avaliar se a producéo de
IgG e IgM responsivos aos extratos lipidicos do Mtb pode ser Gtil para o desenvolvimento de
testes para diagnostico e prognostico da TB.
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2 JUSTIFICATIVA

Tuberculose é uma doenca negligenciada que afeta cerca de 70.000 brasileiros a cada
ano. E diagnosticada quando o paciente apresenta tosse cronica e perda de peso, que s3o
sintomas tardios decorrentes da reativacgao do bacilo e destruicéo tecidual pulmonar. A transicdo
entre a infeccéo latente e a doenca tuberculosa ocorre progressivamente. Nas primeiras semanas
de reativacdo bacilar, embora o paciente seja capaz de transmitir a doenga, a falta de sintomas
evidentes da TB os previne de procurar atendimento médico, o que imp&e ao sistema publico
de salude um desafio maior para controlar a doenca. Mesmo na auséncia dos sintomas que
caracterizam a TB ativa, o individuo em fase de reativacao ja apresenta lesdo tecidual avancada
que resulta em tosse, causando transmissdo do bacilo e infeccdo de outros individuos. Outro
problema para o diagnostico clinico é que existem doengas que apresentam sintomas
semelhantes aos da TB pulmonar como tosse, perda de peso e febre, o que dificulta o rapido
diagnostico e o inicio imediato do tratamento. Os testes que existem atualmente para a triagem
e diagndstico da doenca dependem da utilizacdo de amostras de escarro que sao consideradas,
muitas vezes, de dificil obtencdo, principalmente para criancas e idosos.

Ainda ndo existem testes diagnosticos capazes de identificar a transicdo entre infeccéo-
doenca, antes mesmo da manifestacdo dos sintomas respiratorios como a tosse, que contribui
para a transmissdo do bacilo para outros individuos. Uma alternativa a esses testes seria o
desenvolvimento de testes soroldgicos de simples execucdo, econémicos e minimamente
invasivos. Diante desse cenario, o presente estudo pretende avaliar a presenca de
imunoglobulinas séricas capazes de reconhecer lipidios da cepa de Mtb selvagem e mutante no
operon mcel e se ha potencial dessas moléculas lipidicas serem usadas para identificacdo de
possiveis biomarcadores séricos para o diagnostico e prognostico da TB prévia e reativacdo da

infeccdo para doenca ativa.

2.1 HIPOTESE

A observacao de que os lipidios do Mtb sdo importantes fatores de viruléncia com a inducéo
da resposta em macréfagos e células T, traz evidéncias de que essas moléculas serdo capazes
de induzir uma resposta humoral com producéo de IgG e IgM. Além disso, o indicio de que o
extrato lipidico da cepa Amcel poderia estar associado com a TB latente, indica a possibilidade
de que a produgéo de anticorpos aos dois extratos vai permitir distinguir a infec¢do de doenca

ativa, 0 que seria Util para o desenvolvimento de marcador de progressao.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar 0s niveis de anticorpos séricos reativos aos antigenos lipidicos do Mycobacterium
tuberculosis e o desempenho dos testes em diferenciar pacientes com tuberculose ativa (TB) e
controles sadios contactantes (CSC), aléem de individuos com tuberculose latente (TBL),
controles sadios ndo-contactantes (CSNC) e no soro de pacientes com outras doencas
pulmonares (ODP).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

| - Avaliar os niveis de anticorpos IgG e IgM anti lipidios da cepa selvagem do Mtb e o
desempenho dos testes na distingdo entre 0s grupos de pacientes e individuos incluidos no
estudo.

Il - Avaliar os niveis de anticorpos 1gG e IgM anti lipidios da cepa Amcel do Mth e 0
desempenho dos testes na distincdo entre os grupos de pacientes e individuos incluidos no

estudo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO

O presente trabalho preenche os critérios para um estudo tipo corte transversal (Figura 6).

VOLUNTARIOS DO ESTUDO
Pacientes com tuberculose pulmonar ativa
Comunicantes de TB
Individuos ndo-comunicantes sadios

Sintomaticos respiratorios com outras doengas pulmonares

|

Consentimento em participar do estudo

Assinatura do TCLE

I

Aplicagéo de questionario especifico

}

Coleta de soro

1

Comunicantes

ODP =9

Pacientes com de TB Controle sadio Outras Doencas
tuberculose ndo-contactante Pulmonares
pulmonar
GeneXpert (-)
IGRA (+ - -
GeneXpert (+) (+) IGRA (-) IGRA (-) e/ou cultura (-)
e/ou cultura (+)
TBL =22 CSC =30
Individuos com Controle sadio
tuberculose contactante
\ latente }

Testagem de anticorpos IgG e IgM em
estimulo os extratos lipidicos do Mth

Figura 6 - Representacdo Experimental do Estudo. TCLE = Termo de consentimento livre e esclarecido.
IGRA: Ensaio de liberacdo de interferon-gama. GeneXpert MTB/RIF = Teste rdpido molecular para o
diagnostico da tuberculose pulmonar com resisténcia a rifampicina.

Fonte: Elaboragéo da autora.
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4.2 CONSIDERACOES ETICAS E LOCAL DE ESTUDO

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) para pesquisa em
seres humanos do Instituto Gongalo Moniz da Fundagdo Oswaldo Cruz (IGM-FIOCRUZ),
Salvador, Bahia-Brasil (CAAE: 76009417.9.0000.0040). Voluntarios com diagnostico de TB
ou ODP e contatos de pacientes com TB foram recrutados no Hospital Especializado Octavio
Mangabeira (HEOM), Salvador, Bahia, Brasil. VVoluntarios ndo-contactantes foram recrutados
entre individuos que frequentam ou trabalham no Instituto Gongalo Moniz/FIOCRUZ-BA.
Todos os voluntérios tinham entre 18 e 65 anos de idade. Consentimento informado por escrito

foi obtido de todos os participantes.

4.3 POPULACAO DO ESTUDO

As amostras de soro dos voluntarios do estudo foram coletadas e congeladas a -80 °C até o
uso. Esse estudo incluiu soro de 120 voluntarios: 45 soros de individuos considerados testes
com TB ativa e 44 soros de individuos controles, sendo 30 soros de individuos sadios
contactantes de TB (CSC/ IGRA-) e 14 soros de individuos sadios nao-contactantes de TB
(CSNC/IGRA-), 22 eram soros de individuos contactantes com infeccdo latente por Mtb
(TBL/IGRA+) e nove eram pacientes com outras doencas pulmonares (ODP). O diagndstico de
TB pulmonar ativa foi realizado pelo teste GeneXpert MTB/RIF e/ou cultura positiva. Amostras
de soro foram coletadas antes do tratamento da TB. Os individuos contactantes domiciliares de
pacientes com TB foram distribuidos entre os grupos TBL ou CSC com base no teste
QuantiFERON-TB Gold In-Tube (QTF-IT). Aqueles individuos contactantes com teste QTF-
IT negativo (cutoff < 0,35 Ul/mL) foram classificados como CSC saudaveis, enquanto os
contatos domiciliares com resultado positivo (cutoff > 0,35 Ul/mL) foram considerados
individuos com TBL. Os ndo contactantes também foram avaliados com o teste QTF-IT e
incluidos se negativos. O grupo com outras doengas pulmonares (ODP) eram pacientes com
suspeita de TB pulmonar, mas com teste negativo para GeneXpert MTB/RIF, baciloscopia de
escarro e cultura. Individuos que testaram positivo para HIV e pacientes em tratamento

imunossupressor foram excluidos do estudo.
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4.4 ENSAIOS LABORATORIAIS

4.4.1 Obtencao dos lipidios do Mycobacterium tuberculosis e preparo da solugéo
estoque

A obtencdo dos lipidios do Mtb foi realizada conforme modelo padronizado por Queiroz
(2015). As cepas de Mtb Erdman selvagem e mutante no operon mcel foram cultivadas em
meio Middlebrook 7H9 broth (Difco, MD) contendo 10% de ADC (Beckton-Dickinson, MD)
e 0,2% de glicerol (Fisher Scientific, NJ) a 37°C até alcancar a fase estacionaria. Depois disso,
300uL da cultura saturada foram cultivados em garrafas de cultura de 75cm? contendo 30 mL
de meio 7H9 contendo 10% de ADC e 0,2% de glicerol, e incubados a 37°C e 5% de CO> por
19 dias para formacéo de cultura planquiténica. Em seguida, as bactérias foram centrifugadas,
0 sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido em 5 mL de metanol: 0,3% NaCl (100:10).
A essa solucdo foram acrescentados 2,5 mL de éter de petroleo e homogeneizadas por 30 min
em temperatura ambiente. A formacdo da camada superior composta por éter de petroleo e
contendo os lipidios apolares foi acelerada mediante centrifugacéo e coletada para o preparo
das solucdes estoque. Ambos os extratos lipidicos foram estocados em uma concentragdo de
100 ug/mL de hexano:isopropanol (1:1) e armazenados a -80°C para sensibilizar as placas de
ELISA.

4.4.2 Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para detec¢do de imunoglobulinas anti lipidios

Os imunoensaios enzimaticos indireto (ELISA indireto) foram realizados de acordo
com Dos Santos et al., 2020, com algumas modificacdes. As solucdes estoques dos extratos
lipidicos de ambas as cepas foram diluidas em uma concentracao de 1:1000 e, em seguida, 50
ul dessas solugdes foram incubadas por 18 horas em microplacas de poliestireno de fundo plano
(Greiner Bio-One, Alemanha). As placas foram bloqueadas com 100 pl da solugdo com a fragao
V de albumina de soro bovino (BSA) (Merk) a 3% + salina tamponada com fosfato (PBS) a 1X
e lavadas duas vezes com solucdo de PBS 1X, pH 7,4. As amostras de soro foram diluidas 1:100
em 3% BSA + PBS 1X. Os soros diluidos foram adicionados as placas e incubados a
temperatura ambiente durante 1 hora. Depois de lavar trés vezes com PBS 1X, anticorpos anti
IgM humano (HRP) (1:10.000) ou anti-lgG humano (HRP) (1:50.000) (Sigma-Aldrich,
Alemanha) foram diluidos em 3% BSA + PBS 1X e 100 pl foram adicionados aos pogos e
incubados durante 1 hora a temperatura ambiente. As placas foram lavadas com PBS 1X e
depois foram adicionados 100 pl de solugéo de tetrametilbenzidina (TMB) (Invitrogen Life
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Technologies, EUA). Ap6s 30 minutos, a reagao foi interrompida com 100 pl de acido sulfarico
1- 2 M (Pershy Quimica, Brasil). A absorbancia foi medida pela densidade éptica (DO) a 450
nm em um leitor de ELISA (Multiskan FC Thermo). Os resultados foram expressos como a
média dos valores das amostras em triplicata para cada antigeno menos a média dos valores dos
pogos em triplicata do branco (excluindo soro); o coeficiente de variagdo foi considerado <
10%.

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

A normalidade do conjunto de dados foi determinada pelo teste de Shapiro-Wilk. Uma
vez que o teste identificou uma distribuicdo ndo parametrica, realizou-se o teste de Kruskall-
Wallis seguido pelas multiplas compara¢des do teste de Dunn’s para avaliar a diferenca
estatistica entre os grupos. A dispersdo da dosagem de 1gG e IgM de cada grupo foi avaliada
pela mediana e intervalo interquartil (1Q). Para a avaliacdo do desempenho dos extratos lipidios
do Mtb pelo teste de ELISA, as variaveis continuas foram expressas como médias geometricas
+ desvios padrBes da média. Para os calculos, utilizou-se o programa Prisma GraphPad verséo
8, Sna Diego CA, US). Nivel de significancia foi estabelecido em 5% para todos os testes
estatisticos (valores de P de 0,05). A analise do ponto de corte foi usada para determinar o valor
da DO ideal para discriminar entre amostras negativas e positivas. O valor limite foi
determinado calculando a area sob a curva caracteristica de operacédo do receptor (ROC) (AUC).
Os valores de AUC também foram usados para avaliar a precisdo global para cada antigeno,
que pode ser classificado como baixo (0,51 a 0,61), moderado (0,62 a 0,81), elevado (0,82 a
0,99) ou excelente (1,0) (SWETS, 1988). Os resultados foram expressos como um indice que
representa a razdo entre a DO das amostras e a DO do ponto de corte. Esse indice é chamado
de indice de reatividade (IR) e todos os resultados >1,00 foram considerados positivos. As
amostras foram consideradas inconclusivas (ou na zona cinzenta) se os valores de IR cairam na
zona indeterminada, que foi assumido como valores de 1,0 + 10%. Os parametros de
desempenho dos lipidios antigénicos WT e Amcel foram determinados usando uma abordagem
dicotémica (tabela de dupla entrada) e comparados em termos de sensibilidade, especificidade,
acuracia, razbes de verossimilhanca e razdo de chances de diagndstico (ODR), com TB
representando o grupo positivo e CSC o grupo negativo. Foram utilizados 1Cs com nivel de
confiangca de 95%. A analise estatistica dos IRs foi realizada com base na auséncia de
sobreposicdo de IC de 95%. A avaliagdo da impreciséo foi baseada no coeficiente Kappa de
Cohen, que foi interpretado da seguinte forma: ruim (x < 0,00), leve (0,00 — 0,20), regular (0,21
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— 0,40), moderado (0,41 — 0,60), substancial (0,61 — 0,80) ou quase perfeito (0,81 — 1,00)
(LANDIS; KOCH, 1977).
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5 RESULTADOS

Um total de 120 amostras de soro humano foram incluidas no estudo. A Tabela 1 sumariza
os dados clinicos e demograficos dos voluntérios e pacientes incluidos. N&o houve diferenca
estatistica das caracteristicas avaliadas entre os grupos, como idade (p = 0,0812) e vacinacéao
com BCG (p = 0,2078). A média geral de idade dos grupos incluidos no estudo foi 38 anos e a
razdo entre géneros feminino/masculino foi 1,3. O género feminino representou 55% da
populacdo do estudo, enquanto o masculino 44%. Apesar do recrutamento ter sido realizado
por livre demanda, houve um maior nimero de individuos do sexo masculino no grupo TB e
feminino no grupo de voluntarios com TBL e CSNC (p = 0,0275).

Todos os pacientes com TB foram selecionados com base no resultado positivo do teste
GeneXpert MTB/RIF (100%) e/ou cultura positiva (53%). Culturas que foram coletadas ap0os
0 inicio do tratamento foram definidas como nédo informado, e representam 46% da populacao
com TB. Os pacientes cujo cultivo de escarro foi positivo (53%), tiveram suas amostras
coletadas no momento inicial do diagnostico. Dos 45 pacientes com TB, 29 (64%) apresentaram
resultado positivo na baciloscopia do escarro (BAAR), outros 11 (24%) néo realizaram o exame
e cinco pacientes (11%) apresentaram resultado negativo. Os voluntarios que foram incluidos
como ODP sdo pacientes sintomaticos respiratorios (SR) que apresentavam sintomas clinicos
semelhantes a TB, mas que testaram negativo para o GeneXpert MTB/RIF, BAAR e/ou cultura.
Dos 120 participantes do estudo, 107 (89%) relataram ter tomado a vacina da BCG. Dos outros
13 individuos, nove ndo tomaram a vacina, dois ndo souberam informar e ndo houve o registro
no estudo sobre a vacinacdo de dois individuos.



Tabela 1 - Dados clinicos e demograficos da populagéo do estudo.
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Caracteristicas clinicas TB TBL CsC CSNC ODP Valor P
e demograficas (n=45) (n=22) (n=30) (n=14) (n=9)
Idade, anos 40,5 b
(média + DP)® 37,4+125 42,3+1573 13.02 30,5+8,4 42+9,3 0,0812
Sexo Bioldgico, n (%)?
Masculino 27(60)  5(2272) 11(36,67) 5(3571)
(55,56) 0,0275°¢
- . 4 1
Feminino 17 (40) 17 (77,28) 19 (63,33) 9 (64,29) (44,44
Xpert MTB/RIF, n (%)
Positivo 45 (100) - - - 0 -
Negativo 0 - - - 9 (100) -
Baciloscopia, n(%)
.. 8
Positivo 29 (64,45) - - - (88.89)
. 1
Negativo 5(11,11) - - - (11,11)
N&o Informado 11 (24,44) - - - -
Cultura, n (%)
Positivo 24 (53,33) - - - 0 -
. 5
Negativo 0 - - - (5556)
Né&o Informado 21 (46,67) 22 (100) 30 (100) 14 (100) ?4 a48)
IGRA, n (%)
Positivo - 22 (100) 0 0 - -
Negativo - 0 35 (100) 15 (100) - -
Vacina BCG, n (%)
. 7
Sim 37 (82,23) 19 (86,36) 30 (100) 14 (100) (77.78)
« 1
Né&o 5(11,11) 3(1364) O 0 (1111) 0,2078°
« 1
Né&o sabe 1(2,22) 0 0 0 (11,11)
N&o Informado 2 (4,44) 0 0 0 0

TB: Tuberculose; TBL: Tuberculose Latente; CSC: Controle Sadios Contactantes; CSNC: Controle
Sadios N&o Contactantes; OPD: Outras Doencas Pulmonares; DP: Desvio padrdo; IGRA: Interferon

Gamma Release Assay; BCG: Bacille Calmette-Guérin;

®Dados ausentes: sexo (TB=1) e idade (TBL=1).

b Teste Kruskall-Wallis
¢ Teste Qui-Quadrado

Fonte: Elaboragéo da autora.

O objetivo inicial desse trabalho foi realizar uma analise exploratéria para avaliar se

existe alguma diferenca estatistica na dosagem dos anticorpos séricos IgG e IgM, em estimulo
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aos extratos lipidicos das cepas WT e Amcel do Mtb (Figuras 7 e 8). Pela avaliagdo da dosagem
de IgG (Figura 6A), observa-se uma reducdo nos niveis desse anticorpo no grupo TBL
[mediana: 0,76 (IQR: 0,27-2,42)] em comparacdo ao grupo de pacientes com TB [mediana:
1,09 (IQR: 0,44-4,60); P = 0,0213), além disso observa-se uma diferenca estatisticamente
significante entre pacientes com ODP [mediana: 1,68 (IQR: 1,16-2.42)] em comparacdo ao
grupo de voluntarios CSC [mediana: 0,99 (IQR: 0,48-1,85); P = 0,0007], com TBL [mediana:
0,76 (IQR: 0,27-2,42); P = 0,0002] e ao grupo de voluntarios CSNC [mediana: 0,79 (IQR: 0,30-
2,03); P = 0,0210]. Pela avaliacdo da dosagem de IgM (Figura 6B), observa-se diferenca
estatistica no grupo de voluntarios com ODP [mediana: 2,42 (IQR: 0,84-4,32)] em comparacao
ao grupo de voluntarios CSC [mediana: 0,93 (IQR: 0,44-3,87); P = 0,0031], com TBL
[mediana: 0,93 (IQR: 0,42-2,14); P = 0,0012] e em comparagéo ao grupo de individuos CSNC
[mediana: 0,98 (IQR: 0,36-1,93); P = 0,0073].

Em relacdo as dosagens de IgG e IgM em estimulo ao extrato lipidico da cepa Amcel,
nenhuma diferenca estatistica significante foi observada entre os grupos incluidos no estudo
(Figura 7A e 7B).
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Figura 7 - Avaliagdo dos niveis de IgG e IgM em estimulo ao extrato lipidico da cepa selvagem (WT)
pelo teste de ELISA. (A) Gréafico mostrando a dosagem de 1gG, em estimulo ao extrato lipidico da cepa
WT, nos grupos incluidos no estudo. (B) Grafico mostrando a dosagem de IgM, em estimulo ao extrato
lipidico da cepa WT, nos grupos incluidos no estudo. Tuberculose (TB); Controle sadio contactante
(CSC); Tuberculose latente (TBL); Controle sadio ndo-contactante; Outras Doencas Pulmonares (ODP).
Diferencas estatisticas entre os grupos foram avaliadas pelo teste Kruskal-Wallis seguido pelas maltiplas
comparagoes do teste de Dunn’s. A dispersdo da dosagem de IgG e IgM de cada grupo foi avaliada pelo
indice de reatividade (IR), medianas e intervalo interquartil. *p < 0,05; **p <0,01; ***p <0,001.
Fonte: Elaboragéo da autora.
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Figura 8 - Avaliacao dos niveis de 1gG e IgM em estimulo ao extrato lipidico da cepa mutante (Amcel)
pelo teste de ELISA. (A) Grafico mostrando a dosagem de 1gG, em estimulo ao extrato lipidico da cepa
Amcel, nos grupos incluidos no estudo. (B) Grafico mostrando a dosagem de IgM, em estimulo ao
extrato lipidico da cepa Amcel, nos grupos incluidos no estudo. Tuberculose (TB); Controle sadio
contactante (CSC); Tuberculose latente (TBL); Controle sadio ndo-contactante; Outras Doencas
Pulmonares (ODP). Diferencas estatisticas entre os grupos foram avaliadas pelo teste Kruskal-Wallis
seguido pelas multiplas comparagdes do teste de Dunn’s. A dispersdo da dosagem de IgG e IgM de cada
grupo foi avaliada pelo indice de reatividade (IR), medianas e intervalo interquartil.

Fonte: Elaboragéo da autora.

Em seguida, foram realizadas analises para avaliar o desempenho dos ensaios de ELISA
na detec¢é@o dos anticorpos séricos 1gG e IgM dos voluntarios do estudo, em estimulo ao extrato
lipidico da cepa WT e Amcel, respectivamente, utilizando analises para avaliacdo de
parametros diagndsticos como curva ROC, sensibilidade, especificidade, razdo de
verossimilhanca positiva e negativa, razdo de chances de diagnostico e indice kappa (Figuras 9
e 10). As areas demarcadas em rosa-claro, nessas figuras, identificam os dois grupos, TB e
CSC, que foram utilizados para determinacdo do ponto de corte do teste (cutoff) e aplicados
para avaliar o desempenho dos extratos.

A condicdo clinica WT 1gG (Figura 9A) apresenta o indice de reatividade (IR) de 1gG
sérico ao extrato lipidico da cepa WT do Mtb nos grupos testados do estudo. Ambos 0s grupos
de comunicantes dos pacientes com TB (CSC e TBL) apresentaram tendéncia de reducéo do
IR, com relacdo ao grupo TB, porém nenhuma diferenca estatistica foi observada devido a
sobreposicdo dos intervalos de confianga (IC) de 95%. O grupo ODP apresentou 0s maiores
niveis de 1gG responsivos ao extrato WT se distinguindo das demais populacdes (IC de ODP
ndo sobrepds os ICs dos demais grupos). Pela avaliacdo da curva ROC dos grupos TB e controle
CSC (Figura 9B), observa-se um moderado valor de AUC (69,2%), um IC de 95% de 57,5-81,1
e valor de P =0,0052. Em relacdo aos parametros para avaliacdo do desempenho do teste (Figura
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9C), observa-se valores moderados de especificidade, sensibilidade e acuracia, e baixos valores
da razdo de verossimilhanca positiva e negativa, ODR e indice K.

A condicdo clinica WT IgM (Figura 9A) mostra um aumento moderado de IgM nos
grupos TB e CSC, além de um aumento significante de IgM no grupo ODP (sem sobreposicéo
de 1Cs), com relagdo aos demais grupos. Pela avalia¢do da curva ROC dos grupos TB e controle
CSC (Figura 9B), observa-se um AUC com valor moderado (65,7%), um IC de 95% de 52,4-
79 e um valor de P = 0,0219. Em relagéo aos parametros para avaliacdo do desempenho do teste
(Figura 9C), observa-se valores moderados de especificidade, sensibilidade e acuracia e baixos
valores da razdo de verossimilhanga positiva e negativa, ODR e indice K. A avaliagcdo desses
testes evidencia que o ensaio WT-1gG exibiu valores de sensibilidade, especificidade e acuracia
semelhantes ao WT-IgM. Além disso, nenhuma diferenga foi observada entre os dois ensaios,
pois os ICs de 95% se sobrepuseram.
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Figura 9 - Avaliacdo do desempenho do extrato lipidico WT usando a dosagem de IgG e IgM no teste
de ELISA. (A) Graficos mostrando o IR para cada antigeno testado contra um painel de 45 amostras
positivas para tuberculose (TB) e 30 amostras de controle sadio contactante (CSC). O valor de corte é
1,0 e a area sombreada representa a zona cinza. As linhas horizontais e 0s nimeros para cada grupo de
resultados representam as médias geométricas (IC 95%). O teste também foi utilizado para analisar o
sinal do IR produzido para 22 amostras de individuos com tuberculose latente (TBL), 14 de controles
sadios contactantes (CSNC) e 9 amostras de individuos com outras doencas pulmonares (ODP). (B)
Curva de Caracteristica Operacional do Receptor (ROC) e AUC determinada para o antigeno WT. (C)
Parametros de desempenho do antigeno determinados usando os ensaios mostrados no painel A. 95%
IC (intervalo de confianca de 95%); Acc (acuracia); AUC (area sob a curva ROC); ODR (razédo de
chances de diagnostico); K (indice Kappa); RV (razdo de verossimilhanca); IR (indice de reatividade);
Sen (sensibilidade); Esp (especificidade).

Fonte: Elaboracéo da autora.
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Figura 10 - Avaliagdo do desempenho do extrato lipidico Amcel usando a dosagem de IgG e IgM no
teste de ELISA. (A) Gréaficos mostrando o IR para cada antigeno testado contra um painel de 45 amostras
positivas para tuberculose (TB) e 30 amostras de controle sadio contactante (CSC). O valor de corte é
1,0 e a area sombreada representa a zona cinza. As linhas horizontais e 0s nimeros para cada grupo de
resultados representam as médias geométricas (IC 95%). O teste também foi utilizado para analisar o
sinal do IR produzido para 22 amostras de individuos com tuberculose latente (TBL), 14 de controles
sadios contactantes (CSNC) e 9 amostras de individuos com outras doencas pulmonares (ODP). (B)
Curva de Caracteristica Operacional do Receptor (ROC) e AUC determinada para o antigeno WT. (C)
Parametros de desempenho do antigeno determinados usando os ensaios mostrados no painel A. 95%
IC (intervalo de confianca de 95%); Acc (acuracia); AUC (area sob a curva ROC); ODR (razéo de
chances de diagnostico); K (indice Kappa); RV (razdo de verossimilhanca); IR (indice de reatividade);
Sen (sensibilidade); Esp (especificidade).

Fonte: Elaboracéo da autora.

Os IRs de IgG ao extrato lipidico da cepa Amcel foram indistinguiveis entre as
populacdes de todos os grupos (Figura 10A) e a analise de curva ROC mostrou um baixo valor
de AUC (54,9 %) (IC de 95% de 41,9-67,9; valor de P > 0,05) (Figura 10B). Em relacdo aos
parametros para avaliacdo do desempenho do teste, observa-se baixos valores de especificidade,

sensibilidade, acurdcia, razdo de verossimilhancga positiva e negativa, ODR e indice K (Figura
10C).
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A produgdo de anticorpos IgM responsivos Amcel também foi muito semelhante entre os
grupos avaliados (Figura 10A). Esse ensaio demonstrou um desempenho moderado na
avaliacdo da curva ROC, observa-se um moderado valor de AUC (64,7 %) (1C de 95% de 51,4-
78,1 e valor de P=0,0314) (Figura 10B). Em relacdo aos parametros para avaliagdo do
desempenho do teste, observa-se valores moderados de especificidade, sensibilidade e acurécia
e baixos valores da razdo de verossimilhanca positiva e negativa, ODR e indice K (Figura 10C).

A Figura 11 representa graficamente as dosagens dos anticorpos séricos 1gG e IgM
testados em estimulo aos lipidios do Mtb, pelo IR e IC de 95%. Essa figura confirma os dados
observados anteriormente que mostraram sobreposicdo dos ICs entre os grupos testados no
estudo, em todas as condi¢des experimentais testadas, com excecdo do grupo ODP nos ensaios

com o extrato lipidico da cepa WT e anticorpos IgG e IgM.

WT IgG - indice de Reatividade (IC 95%) WT IgM - indice de Reatividade (IC 95%)
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Figura 11 - Representacgdo gréfica de intervalos de confianga de 95% (IC 95%) de WT IgG, WT IgM,
Amcel 1gG e Amcel IgM.
Fonte: Elaboracéo da autora.

A Figura 12 mostra o desempenho dos testes WT-IgG (1), WT-IgM (2), Amcel-1gG (3)
e Amcel-IgM (4), usando como parametros os valores de sensibilidade e especificidade. Nota-
se um baixo desempenho de todas as condi¢Oes. Observa-se que o teste WT-1gG (1) apresenta
melhor especificidade (76,7%), porém moderada sensibilidade (60%), enquanto os testes WT -

IgM e Amcel-IgM (2 e 4) apresentam as melhores sensibilidades (77,8%), porém moderada
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especificidade (63,3% e 66,7% respectivamente). O teste que apresentou o pior desempenho
foi o Amcel-1gG (63,3% de especificidade e 48,9% de sensibilidade).

100 ;
Quadrante i : Quadrante |
—~ 90 1 :
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T 70 oo .........................
8 Quadrante lll : Quadrante IV
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S 3
50 A 9 ;
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OWrigc @ WTigM @ Amcel IgG

e Amce1 IgM e Teste perfeito

Figura 12 - Avaliacdo dos parametros de sensibilidade e especificidade dos imunoensaios. 1) Elisa
Indireto com detec¢do de 1gG em estimulo ao extrato lipidico da cepa WT. 2) Elisa Indireto com
deteccdo de IgM em estimulo ao extrato lipidico da cepa WT. 3) Elisa Indireto com deteccdo de 19G
em estimulo ao extrato lipidico da cepa Amcel. 4) Elisa Indireto com deteccao de IgM em estimulo ao
extrato lipidico da cepa Amcel. 5) Teste considerado perfeito.

Fonte: Elaboracgéo da autora.
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6 DISCUSSAO

Apesar da parede celular do Mtb ser constituida, em sua maioria, por lipidios, como
acidos micdlicos (AM) e glicolipidios, incluindo diaciltrealose, poliaciltrealose, lipomanana,
LAM, LAM capeado por manose, sulfolipidios e trealose-6,6'-dimicolato (DRAPER, 1998), 0s
extratos contendo essas moléculas ndo demonstraram bom desempenho em diferenciar 0s
grupos selecionados no presente estudo. No trabalho de Queiroz e Ryley em 2017, foi discutido
sobre o papel dos lipidios da parede celular do Mtb no desenvolvimento da TB. Como ja
mencionado anteriormente, foi proposto, nesta revisdo, um modelo de “imunoestato
mycobacteriano” para a regulacdo dos lipidios presentes na parede celular do Mtb, além de
inferir que a diferenca na expressao desses lipidios determina se o bacilo entrara, ou ndo, na
fase cronica da infecgéo.

Por acreditar que essas moléculas estdo associadas a uma resposta imune distinta no
hospedeiro durante a primeira fase de infeccdo, avaliou-se, no presente trabalho, a quantificacéo
de imunoglobulinas G e M em estimulo aos extratos lipidicos das cepas WT e Amcel do Mtb,
por assumir que esses anticorpos poderiam diferenciar os grupos avaliados. No trabalho de
Queiroz e colaboradores em 2015, identificou-se um perfil de mais de 400 espécies lipidicas
significativamente alteradas na cepa Amcel em comparacdo com a WT. Dentre os lipidios que
foram drasticamente diminuidos na cepa Amcel, encontram-se: sacarolipidios,
glicerofosfolipidios, o &cido graxo Phitenoico e o &cido Phitioceranico, além de evidenciar um
aumento dos niveis dos AM alfa-, metoxi- e cetomicolicos e do acido hidroxiftioceranico.
Apesar da evidéncia que a quantificacdo dos lipidios do Mtb é diferente em ambas as cepas,
isso ndo parece interferir significativamente na producdo dos anticorpos IgG e IgM em
exposicdo a essas moléculas, uma vez que os niveis dessas imunoglobulinas nos grupos testados
foram semelhantes nos dois extratos.

Uma das suposic@es que explica os niveis similares dessas imunoglobulinas aos lipidios
do Mtb, nos diferentes grupos do estudo, é a exposicdo dos individuos testados a diferentes
fontes de lipidios no organismo como a microbiota intestinal. A microbiota intestinal regula
muitos processos metabdlicos no hospedeiro, incluindo homeostase energética, metabolismo
da glicose e metabolismo lipidico (revisado em SONNENBURG; BACKHED, 2016). Esse
altimo inclui a biossintese e degradacdo de lipidios, como &cidos graxos, triglicerideos e
colesterol. Um estudo com andlises de lipiddmica em camundongos alimentados com ragdo

regular demonstrou que a microbiota intestinal afeta a composicéo lipidica em tecidos do
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hospedeiro e no soro, aumentando a depuracdo de triglicerideos da circulacdo (VELAGAPUDI
et al., 2010).

Ademais, lipidios podem estar localizados em goticulas armazenadas nas células
(WELTE; GOULD, 2017) ou circular no sangue como complexos de lipoproteinas
(FERNANDEZ et al., 2013). Glicolipidios, por exemplo, demonstraram desenvolver um papel
importante no sistema imunoldgico (ZHANG et al.,, 2019). Os glicerolipidios, como o
triacilglicerol, podem ser encontrados nas membranas dos procariontes, como o Mtb,
eucariontes e em tecidos de gordura animal, e sdo geralmente considerados como um
reservatério de energia (PARK et al.,, 2021). Glicerofosfolipidios e fosfolipidios sdo os
principais lipidios constituintes da membrana celular eucariotica. Os fosfolipidios séo
moléculas simples, porém sdo compostos importantes que contribuem para as atividades da
vida. Eles sdo encontrados em humanos, animais, plantas e bactérias, e sdo considerados o
esqueleto das membranas celulares e subcelulares, nas quais se montam como uma bicamada
(VAN MEER; VOELKER; FEIGENSON, 2008). Os AM, por sua vez, sdo a marca registrada
do envelope celular do Mtb, além de espécies e géneros relacionados (DAFFE; DRAPER,
1997) como Corynebacterium, Hoyosella, Amicolicicoccus, Dietzia, Rhodococcus, Nocardia,
Gordonia e Tsukamurella (MARRAKCHI; LANEELLE; DAFFE, 2014). AM micobacterianos
e corinebacterianos diferem em seu comprimento de cadeia, modificacbes e ramificacdes
(BARRY et al., 1998). Apesar de serem moléculas caracteristicas da parede celular do Mtb, a
sua presenca junto aos demais lipidios dos extratos ndo foi suficiente para produzir uma resposta
especifica que diferenciasse os pacientes TB dos demais grupos. Uma vez que alguns lipidios
presentes no envelope celular do Mtbh também estdo presentes em outras estruturas celulares,
como também em outros microrganismos, podem ser reconhecidos como antigenos estranhos
e estimular a producdo de imunoglobulinas especificas a eles através de uma resposta cruzada.

Apesar da quantificacdo dos niveis de anticorpos entre 0s grupos testados serem
semelhantes, avaliando-se pela média geométrica e IC de 95%, algumas consideracoes
importantes podem ser exploradas. Para o controle da TB, dois testes sdo interessantes na
clinica: para prognostico (avaliacdo da ativacdo da TBL para a doenca ativa) e diagndstico
(diferenciacdo dos individuos sintomaticos respiratorios ndo-TB dos individuos infectados). As
analises desse estudo revelam que nos ensaios WT-IgG e IgM (Figura 6A), existe uma
tendéncia dos individuos do grupo TB terem uma maior producdo desses anticorpos do que 0s

individuos do grupo TBL. Essas analises podem ser aprimoradas com o intuito de identificar
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lipidios especificos da cepa WT que possam ser isolados e explorados como marcadores
soroldgicos de ativacdo da doenca.

Ademais, um bom teste para identificagdo dos individuos SR seria aquele que conseguisse
distinguir individuos TB daqueles com ODP. Curiosamente, os dados desse trabalho
demonstram maior quantificacdo dos niveis de anticorpos 1gG e IgM no grupo ODP (condicao
clinica WT) (Figura 6), sendo o unico que consegue diferenciar significativamente dos demais
grupos testados, embora o padréo esperado fosse que os individuos com TB tivessem maior
quantificacdo dessas imunoglobulinas em comparacdo aos demais. Uma hipétese que explica
esse fenbmeno é em relacdo a dishiose na microbiota dos pulmdes. Historicamente, os pulmdes
sdo considerados estéreis e as doencas pulmonares s6 foram estudadas no contexto da
patogénese (DICKSON; ERB-DOWNWARD; HUFFNAGLE, 2013; DICKSON;
HUFFNAGLE, 2015). No entanto, recentemente, estudos sobre RNA ribossdmico 16s (rRNA)
e metagendmica revelaram uma microbioma resiliente na parte superior e inferior do trato
respiratorio, além de evidéncias crescentes de seu papel central em doencas respiratorias
(DICKSON; ERB-DOWNWARD; HUFFNAGLE, 2013; HOSGOOD et al., 2014). A Figura
13 demonstra as regides anatdmicas do pulmédo de acordo com a microbiota residente. A
microbiota oral tem sido identificada como uma das principais contribuintes para 0 microbioma
pulmonar (VENKATARAMAN et al., 2015).

Figura 13 - Diferentes regides anatdmicas do pulmao, representando assinaturas microbianas nicas. O
ambiente influencia fortemente o microbioma oral/nasal (A), que por sua vez, influencia a microbiota
respiratdria superior (B). A resiliéncia e a singularidade do microbioma no sistema respiratério inferior
(C) tem sido controverso devido aos desafios nas técnicas de amostragem e pipelines de anélise

Fonte: (MENDEZ et al., 2019).
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Na literatura, poucos estudos descrevem os efeitos da microbiota do pulmdo no
organismo (DICKSON; HUFFNAGLE, 2015; O’'DWYER; DICKSON; MOORE, 2016).
Porém, alguns estudos relataram influéncia do microbioma pulmonar na patogénese da
asma/doencas alérgicas (RISNES et al., 2011; MCKEEVER et al., 2002), além da Doenga
Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC) (ERB-DOWNWARD et al., 2011; CABRERA-RUBIO
et al., 2012; PRAGMAN et al., 2012; SZE et al., 2012). A fibrose cistica, por exemplo, é uma
das complicacdes pulmonares mais pesquisadas em relagdo a disbiose microbiana
(STRESSMANN et al., 2011). Em todos esses estudos, a disbiose da microbiota, caracterizada
pela expansdo de comunidades microbianas especificas, tem sido um ponto central para o tipo
de doenca, acompanhada de inflamacao descontrolada.

Em contrapartida, evidéncias ao longo dos anos indicam um papel direto e indireto da
microbiota intestinal no contexto de doencas pulmonares (HUFFNAGLE, 2010; FAGUNDES
et al., 2012; CLARKE et al., 2010; BINGULA et al., 2017). A composicdo especifica da
microbioma pulmonar em individuos saudaveis e doentes tem atraido estudos em humanos para
definir alteracdes exatas nessa regido devido a condicGes especificas da doenca, por exemplo,
na fibrose cistica (BRUZZESE et al., 2014). Evidéncias clinicas sugerem que a restauracdo do
microbioma intestinal tem prognastico positivo para a homeostase microbiana do pulmao e, por
associacdo, na homeostase imunoldgica pulmonar (O’DWYER; DICKSON; MOORE, 2016;
BRUZZESE et al.,, 2014; ABRAHAMSSON et al., 2012). Esses dados indicam que o
desequilibrio na microbiota pulmonar (levando ao aumento de bactérias patogénicas) em
consequéncia de doengas respiratorias como asma, DPOC, fibrose cistica, dentre outras, pode
esta relacionado com o aumento dos niveis das imunoglobulinas G e M em estimulo aos lipidios
do Mtb no presente trabalho, por consequéncia de uma resposta cruzada a esses antigenos
lipidicos. A Tabela 2 sumariza as mudangas relacionadas ao microbioma do pulmao de acordo

com a influéncia do meio ambiente e as doencas associadas.
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Tabela 2 - Resumo de alteragbes microbianas pulmonares documentadas devido a fatores ambientais e
doencas. VSR: Virus sincicial respiratorio

Proteobacteria,

Actinobacteria

Doenga ou fator | Aumento em | Diminuigéo em | Géneros
ambiental relacdo a relacdo a
abundéancia (Filos/ | abundéncia ila/
classe/género) classe/géneros)
Asma Proteobactéria Bacteroidetes Haemophilus,
Moraxella
Neisseria,
Prevotella,
Veillonell
Fumo Né&o reportado Né&o reportado Né&o reportado
DPOC Proteobacteria, Bacteroidetes Haemophilus,
Bacteriodetes, Pseudomonas,
Actinobacteria, Prevotella
Firmicutes Streptococcus,
Moraxella
Acinetobacter
,Fusobacterium
Neisseria
Fibrose Cistica Firmicutes, Né&o reportado Streptococcus,

Staphylococcus,
Mycobacterium,
Hemophilus,
Burkholderia,
Pseudomonas,

Stenotrophomonas

Cancer de pulmao

Proteobacteria,
Firmicutes TM7

Né&o reportado

Thermus, Legionella
Veillonella,

Megasphaer

Influenza A

Lactobacillus,

Streptococcus

Bacillus,

Pseudomonas

Lactobacillus,
Streptococcus,
Bacillus,

Pseudomona
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Rhinovirus e VSR Moraxella, Staphylococcus Moraxella,
Streptococcus, Streptococcus,
Corynebacterium, Corynebacterium,
Hemophilus, Hemophilus,
Dolosigranulum Dolosigranulum,
Staphylococcus

Fonte: (Adaptado de VENKATARAMAN et al., 2015).

Umas das limitacOes desse presente trabalho é que os pacientes do grupo ODP foram
abordados no momento inicial de realizacdo do teste do escarro para diagndstico da TB, por
isso, ndo foi possivel obter informacBes sobre o verdadeiro diagnostico das suas doencas
respiratorias. Poréem, foram pacientes selecionados como SR e supostamente apresentam umas
das condigdes clinicas indicadas na Tabela 2. Além do mais, de acordo com as representacdes
gréficas da Figura 11, identifica-se através da avaliacéo do IR e IC de 95% que a condicdo WT-
IgG e IgM apresenta bom desempenho na separagédo dos grupos ODP x TB. Esse resultado pode
ser refinado no intuito de identificar lipidios especificos da cepa WT do Mtb, os quais poderiam
ser utilizados para o diagnostico diferencial de pacientes sintomaticos respiratorios, como um
futuro teste diagndstico de triagem que exclua pacientes com ODP devido ao aumento da
producdo de anticorpos em estimulo a esses lipidios especificos.

Com relagdo aos testes realizados, foi montada a Figura 12 com o objetivo de avaliar o
desempenho desses em relacdo a sensibilidade e especificidade em comparagdo a um teste
considerado perfeito (100% especificidade e sensibilidade). Com essas analises podemos
observar que a condicdo WT-IgM (77,8% de sensibilidade e 63,3% de especificidade) e a
condi¢do Amcel-IgM (77,8% de sensibilidade e 66,7% de especificidade) representam os testes
que demonstraram melhor desempenho em diferenciar os grupos testados e poderiam ser
refinados no intuito de avaliar anticorpos IgG e IgM especificos a lipidios isolados do Mtb,
aumentando a acuracia e especificidade do teste.

Avaliar testes diagndsticos usando apenas as medidas de desempenho de sensibilidade,
especificidade e acurécia € insuficiente para medir seu impacto nas decisdes clinicas. Um teste
diagndstico sé € util se seus resultados alterarem a probabilidade de ocorréncia da doenga. A
determinacdo da razdo de verossimilhanga (RV) é (til para descrever o poder discriminatorio

de um teste e define a probabilidade de um determinado resultado em individuos infectados em
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comparagdo com a probabilidade do mesmo resultado em individuos saudaveis. Nesse estudo,
todos os quatro ensaios mostraram valores semelhantes para RV positiva (+ LR ~ 2,0) e
negativa, com excegdo da condigdo Amcel-lgG que apresentou RV positiva = 1,33. Uma RV
positiva indica que uma pessoa infectada com TB tem aproximadamente duas vezes mais
probabilidade de ter TB quando testada com esses antigenos lipidicos nas condi¢cbes WT-1gG,
WT-IgM e Amcel-IgM. Os valores de ODR também foram baixos para todos os quatro testes
(4,9 para WT-IgG, 6,0 para WT-IgM, 1,7 para Amcel-IgG e 7,0 para Amcel-IgM). Esses
valores indicam que a probabilidade de um diagndstico correto (por exemplo, para Amce1-1gM)
é sete vezes maior, independentemente da condicdo clinica. No entanto, esses valores séo muito
baixos em comparagdo com estudos para outras doencas.

De fato, um estudo publicado em 2019 mostrou que um antigeno quimerico testado para
a doenga de chagas produziu um valor de DOR de 2.422.000 (DEL-REI et al., 2019). No estudo
de Greco et al., 2009, realizou-se uma meta-analise para avaliar a acuracia do PCR In-house
para diagnostico da TB pulmonar em pacientes com esfregaco positivo. Os valores estimativos
da razdo de chances de diagnostico, sensibilidade e especificidade dos estudos selecionados
foram, respectivamente: 60 (29 - 23), 0,96 (0,95 - 097) e 0,81 (0,78 - 0,84). No estudo de Castro
et al., 2020, realizou-se uma meta-analise para avaliar a acuracia de testes diagndsticos
comercialmente disponiveis no Brasil para diagnostico da COVID-19, na plataforma online da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Nesse trabalho, avaliou-se a sensibilidade, especificidade, razdo de chances de
diagnostico (ODR) e curvas ROC para deteccdo de anticorpos IgM/IgG em 16 testes
cadastrados, a maioria testes rapidos. As medidas de precisdo diagnosticas agrupadas [IC 95%)]
foram: para anticorpos IgM Sen = 82% [76-87]; Esp = 97% [96-98]; ODR = 168 [92-305] e
AUC = 0,98 [0,96-0,99]; para anticorpos 1gG Sen= 97% [90-99]; Esp = 98% [97-99]; ODR =
1994 [385-10334] e AUC=0,99 [0,98-1,00]. Um outro exemplo, é o estudo de Gao et al., 2019,
nesse realizou-se uma meta-analise para investigar o valor diagndstico da colonografia por
ressonancia magnética e colonografia por tomografia computadorizada para a vigilancia do
cancer colorretal (CCR). Vinte e cinco estudos incluindo 2.985 individuos foram selecionados
na analise final. Nesse estudo, a sensibilidade, especificidade, ODR e AUC para detec¢do de
CCR foram 0,98 (intervalo de confianca de 95%, IC: 0,80-1,00), 0,94 (IC 95%: 0,85-0,97),
115,09 (IC 95%: 15,37-862,01) e 0,98 (IC 95%: 0,97-0,99), respectivamente.

Nos trabalhos citados, observa-se que os pardmetros utilizados para avaliacdo de

desempenho dos testes sdo superiores aos encontrados nessa dissertagdo. No entanto, a inten¢do
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desse estudo foi explorar a deteccdo de anticorpos séricos em estimulo aos diferentes extratos
lipidicos do Mtb, e se consequentemente, apresentam um bom desempenho em diferenciar o0s
grupos selecionados para futuramente serem utilizados como biomarcadores de doenca e
infeccao.
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7 CONCLUSOES

Os extratos lipidicos do Mtb apresentaram capacidade limitada em diferenciar os grupos
testados no estudo pelas dosagens de 1gG e IgM. Entretanto, observou-se um aumento nos
titulos de anticorpos responsivos aos extratos lipidicos do Mtb no grupo ODP. Esse resultado
pode ser explorado para o desenvolvimento de uma ferramenta diagnéstica diferencial de
individuos com ODP e TB. Uma possibilidade é o desenvolvimento de um teste rapido de
triagem e que pode ser aplicado em locais com recursos limitados e que ndo dispdem de
infraestrutura para o diagnostico da TB. Além disso, mais estudos devem ser realizados
buscando avaliar o papel de espécies lipidicas isoladas do Mtb como possiveis marcadores de
prognostico (diferenciacdo da populacéo latente da doenca ativa) ou diagndstico da doenca,
como forma de aumentar a sensibilidade e especificidade dos testes.
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