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Pneumotorax

Febre, hemoptise, dispnéia e suores noturnos.
A vida inteira que podia ter sido e que nao foi.
Tosse, tosse, tosse.

Mandou chamar o médico:

- Diga trinta e trés.

- Trinta e trés... trinta e trés... trinta e trés...

- Respire.

- O senhor tem uma escavagao no pulmao
esquerdo e o pulmao direito infiltrado.

- Entdo, doutor, ndo € possivel tentar o
pneumotorax?

- Nao. A Unica coisa a fazer € tocar um tango

argentino.

Manuel Bandeira (1886 — 1968).



RESUMO

A interleucina-6 (IL-6) ¢ uma importante citocina que exerce papel fundamental na
imunopatogénese de diversas doencas infecciosas. O objetivo deste estudo foi investigar o
nivel de producao sistémica de IL-6 e aferir o papel funcional do polimorfismo -174 G—C do
gene dessa citocina em individuos diagnosticados como portadores de infecg¢do latente pelo
Mycobacterium tuberculosis (ILTB). Para controle, foram utilizados dois grupos de
comparagdo: um deles composto por portadores de tuberculose pulmonar ativa (TB) e o outro
formado por individuos saudaveis, doadores de sangue. O grupo ILTB foi composto por 15
individuos, selecionados dentre os contactantes de portadores de TB pulmonar ativa,
atendidos no Hospital Sdo José de Doencas Infecciosas e no Centro de Saude da Familia
Anastacio Magalhdes. O grupo TB foi formado por 38 pacientes com TB pulmonar ativa,
procedentes do Hospital de Messejana, Hospital de Maracanati e Hospital Geral Dr. César
Cals. O grupo de individuos saudaveis contava com 63 doadores voluntarios de sangue do
Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceard. A dosagem sérica de IL-6 foi realizada por
meio de um ensaio imunoenzimatico (ELISA), com kit especifico fornecido pela Invitrogen
Corporation. Para purificagdo do DNA, foi utilizado o kit GFX Genomic Blood DNA
Purification, da GE Healthcare. O polimorfismo -174G—C do gene da IL — 6 foi tipificado
pela técnica de reagao em cadeia da polimerase (PCR), utilizando-se iniciadores de sequéncia
especifica (PCR-SSP) (One-Lambda). As medianas de concentragdes séricas de IL-6 para os
grupos ILTB, TB e saudaveis foram de, respectivamente, 1,7 pg/mL, 4,3 pg/mL e 0,5 pg/mL
(p < 0,0001). Nos trés grupos estudados, o gen6tipo encontrado com maior frequéncia foi o
G/G [ILTB = (80%); TB = (58,9%); saudaveis = (62,8%)]. Em conclusdo, podemos inferir
que a IL-6 deve desempenhar um papel importante na manutencao do estado de laténcia, haja
vista que sua concentracdo, nos individuos com ILTB, foi 3,4 vezes maior que no grupo
saudavel. Ademais, constatamos que, na populacdo estudada, o polimorfismo -174G—C nao

se mostrou funcional no ambito da infeccdo latente pelo Mycobacterium tuberculosis.

Palavras-chave: Infeccdo Latente pelo Mycobacterium tuberculosis. Dosagem de IL-6.

Polimorfismo génico de IL-6.



ABSTRACT

Interleukin-6 (IL-6) is an important cytokine involved in the pathogenesis of multiple
infectious diseases. The aim of this study was to investigate the levels of IL-6 production and
to correlate to the -174G—C polymorphism at the IL-6 gene in latent infection with M.
tuberculosis (ILTB). As controls, two groups were used. One of them with active pulmonary
tuberculosis (TB) patients and the other with healthy blood donors. ILTB group was
composed by 15 individuals, selected among active pulmonary TB contacts seen at the
Hospital Sdo José de Doencgas Infecciosas and the Centro de Saude da Familia Anastdcio
Magalhdes. TB group had 38 patients with active pulmonary disease seen at the Hospital de
Messejana, Hospital de Maracanau and the Hospital Geral Dr. César Cals. The third group
was composed by 63 healthy blood donors from the Centro de Hematologia e Hemoterapia
do Ceard. Serum levels of IL-6 were measured by an ELISA using specific kits from
Invitrogen Corporation. For DNA purification a GFX Genomic Blood DNA Purification kit
(GE Healthcare) was used. The -174G—C polymorphism was analyzed by a SSP-PCR
method using One-Lambda kits. Median values of serum levels of IL-6 from ILTB, TB and
healthy groups were, respectively, 1.7 pg/mL, 4.3 pg/mL and 0.5 pg/mL (p < 0.0001). For the
three studied group, the most frequent genotype found was the G/G (ILTB = 80%; TB =
58.9%; saudaveis = 62.8%). In conclusion, it is possible to consider that IL-6 should play an
important role in the maintenance of latent infection state as its concentrations were 3.4 fold
higher in ILTB group than that of healthy controls. Moreover, the -174G—C polymorpism

was not functional in the ILTB group.

Key-words: Mycobacterium tuberculosis latent infection; IL-6 levels; IL-6 polymorphism;

Polymerase chain reaction.
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1 INTRODUCAO
1.1 Aspectos historicos

A domesticagdo de plantas e animais € considerada um dos mais importantes eventos
nos ultimos 13.000 anos na historia da humanidade. Desde o advento da agricultura, os
principais “assassinos” de seres humanos tém sido doengas epidémicas e altamente
infecciosas. Tais enfermidades, denominadas “doengas das multiddes”, mantém-se apenas em
regidoes com grandes aglomerados populacionais, uma condi¢do inexistente antes do
desenvolvimento das atividades agricolas (DIAMOND, 2002).

A tuberculose (TB) ¢, certamente, uma das mais antigas doengas que afligem a
humanidade. Em um sitio arqueoldgico submerso chamado Atlit—Yam (uma das mais antigas
vilas pré-historicas com evidéncias de agricultura e criagdo de animais), localizada a 500
metros da costa e profundidade variando de 8 a 12 metros, na baia de Atlit, 10 km ao sul de
Haifa, Israel, pesquisadores extrairam e identificaram DNA do Mycobacterium tuberculosis,
agente etiologico da TB, a partir de amostras Osseas humanas com tipicas lesdes de
tuberculose e datagdo por carbono radioativo estimada entre 9250 e 8160 anos. O uso
generalizado de animais domesticados ndo foi, decerto, a fonte da infec¢do, mas pode ter
contribuido para a forma¢do de adensamentos populacionais, facilitando a disseminagdo do
bacilo da TB (HERSHKOVITZ et al., 2008). Uma vez que a enfermidade é transmitida por
via aérea, quanto maior o nimero de pessoas em areas fechadas, maior a possibilidade de
contamina¢do (KRITSKI; CONDE; SOUZA, 2000).

Na obra The Canon of Medicine, escrita pelo médico usbeque Ibn Sina (Avicena nas
culturas ocidentais) e publicada por volta do ano 1025 dc, a tuberculose pulmonar ja era
identificada como doencga contagiosa, sugerindo que a mesma poderia ser propagada a partir
da dgua e do solo (AL-SHARRAH, 2003).

Nos séculos XIV e XV, médicos italianos passam a recomendar o isolamento dos
doentes e dos seus pertences, na tentativa de evitar a disseminagdao da moléstia e as
consequentes epidemias (KRITSKI; CONDE; SOUZA, 2000).

Na Europa dos séculos XVII e XVIII, a TB era conhecida como “Peste Branca”.
Estima-se que, nessa ¢época, quase 100% da populacdo estivesse infectada pelo
Mycobacterium tuberculosis, sendo a enfermidade responséavel por 25% de todas as mortes de

adultos (TODAR, 2011).
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Em 1689, o médico inglés Richard Morton associou a forma pulmonar da doenca a
presenga de tubérculos (TRAIL, 1970). No entanto, devido a variedade de sintomas, a TB s6
passou a ser identificada como moléstia Uinica, na década de 1820, recebendo a denominagao
“tuberculose” somente em 1839, dada pelo médico alemdo Johann Lukas Schdénlein
(ACKERKNECHT, 1964).

O bacilo causador da tuberculose, Mycobacterium tuberculosis (M.th), foi
identificado e descrito em 1882, pelo médico alemao Heinrich Hermann Robert Koch. Por
esse feito, Koch foi agraciado com o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 1905
(NOBELPRIZE.ORG, 2011).

Em 1890, Koch anuncia que um extrato de glicerina contendo o bacilo da TB, por
ele denominado tuberculina, seria capaz de curar a doenca. O entusiasmo logo arrefeceu
quando se comprovou a ineficacia do extrato no tratamento da enfermidade. Contudo,
evidéncias de que o mesmo poderia ser usado como uma valiosa ferramenta diagnostica deu a
ele uma nova fun¢do. Apds passar por varias adaptagdes, a tuberculina comegou a ser
utilizada em humanos no ano de 1907, na forma de inje¢do intradérmica. Argumentos
favoraveis ao novo método ressaltavam que a reagdo, manifesta na forma de uma enduragdo
no local inoculado, era muito confidvel e passivel de ser aferida com grande acuricia
(WADDINGTON, 2004).

O primeiro sucesso na tentativa de desenvolver uma vacina anti-TB foi obtido pelos
cientistas Albert Calmette ¢ Camille Guérin em 1906, utilizando uma cepa atenuada do
Mycobacterium bovis. Essa vacina foi denominada BCG (Bacilo de Calmette-Guérin), tendo
sido usada, pela primeira vez em 1921, na Franca. Entretanto, foi apenas apo6s a Il Guerra
Mundial que a BCG recebeu ampla aceitagdo nos Estados Unidos, Gra-Bretanha e Alemanha
(BONAH, 2005; COMSTOCK, 1994).

Na década de 1930, o uso de uma técnica cirtirgica chamada pneumotoérax, que
consistia em provocar o colapso parcial do pulmao afetado por meio da inje¢cdo de ar na
cavidade pleural, passou a ser o procedimento mais frequentemente praticado como estratégia
adjuvante a terapia do repouso. O objetivo da intervengdo era que, estando o pulmao
suficientemente colapsado, o consequente relaxamento dos tecidos reduzisse o volume das
cavitagdes, além de provocar “tor¢des” nos bronquios. O resultado era a quase total auséncia
de bacilos, eliminados no escarro (BASEL, 1998).

Em 1943, o microbiologista Selman Waksman e sua equipe isolaram, pela primeira

vez, a partir de culturas da bactéria Streptomyces griséus, a estreptomicina - primeira droga
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usada com sucesso no tratamento da TB. Por seu feito, Waksman recebeu o Prémio Nobel em
1952 (SAKULA, 1988).

A monoterapia com estreptomicina, no entanto, nao tardou a revelar a existéncia de
cepas mutantes resistentes do M.th. Logo se demonstrou que o uso de duas ou mais
substancias combinadas seria mais eficaz. Desde entdo, varias outras drogas efetivas no
tratamento da TB foram desenvolvidas; isoniazida (1952), cicloserina (1955), etambutol
(1962) e rifampicina (1963) sdo alguns exemplos (BASEL, 1998).

As esperancas de que a doenca pudesse ser completamente eliminada foram
frustradas com o surgimento de cepas resistentes as drogas habitualmente usadas no
tratamento da TB, entre o final da década de 1980 ¢ inicio dos anos 1990. Na cidade de New
York, por exemplo, a propor¢ao de casos, em que se verificou resisténcia as drogas anti-TB,
passou de 10% em 1983 para 23% em 1991. Com isso, o nimero anual de casos registrados
da enfermidade passou de 1307 no ano de 1978 para 3811 relatados em 1992. A gravidade
dessa epidemia deveu-se, em grande parte, ao sistemdtico processo de desmantelamento da
infraestrutura de saude publica, bem como a diversos outros fatores: precariedade das
habitacdes, abuso de drogas, inadequados recursos diagndsticos, estratégias de tratamento
improprias e a, entdo, emergente epidemia de HIV/aids (PAOLO; NOSANCHUK, 2004).

Em 1993, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), numa decisdo sem precedentes,
declarou a tuberculose uma “emergéncia mundial" (WHO, 2004).

Atualmente, estima-se em meio milhdo o numero de novos casos anuais de

tuberculose multidrogarresistente (TBMDR) ao redor do mundo (WHO, 2009).

1.2 Género Mycobacterium:

O género Mycobacterium € composto por bacilos retos ou ligeiramente curvos,
iméveis e ndo esporulados, com dimensdes variando de 1-10um de comprimento por 0,2-
0,6um de largura. Possuem, habitualmente, um elevado teor (61% a 71%) de pares G/C
(guanina / citosina) em seu genoma, bem como uma parede celular com alta concentragdo de
lipidios complexos (provavelmente a mais elevada dentre todas as bactérias), que chegam a
compor mais da metade do seu peso seco. O revestimento lipidico explica algumas das
idiossincraticas caracteristicas do género: extrema hidrofobicidade, resisténcia (inclusive aos
danos causados por muitos antibidticos) e antigenicidade. Atribui-se, também, ao espesso
revestimento lipidico, a lenta taxa de crescimento de algumas espécies, uma vez que isso

dificulta a obtengdo de nutrientes pelo bacilo (PALOMINO; LEAO; RITACCO, 2007).
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Uma das caracteristicas mais peculiares dos representantes do género ¢ a alcool-acido
resisténcia. O termo se refere a capacidade do microrganismo em reter o corante
carbolfuccina, independente do tratamento subsequente com uma mistura de etanol e acido
cloridrico (LEVINSON; JAWETZ, 2005).

A maioria das espécies ¢ de vida livre. Pouquissimas micobactérias sdo patogénicas
aos vertebrados (PALOMINO; LEAO; RITACCO, 2007). Dentre essas, o complexo
Mycobacterium tuberculosis (que engloba o M.th, o M. africanum ¢ o M. bovis) ¢ o mais
importante do género, do ponto de vista da etiologia de doencas em humanos (MORRONE et
al., 2003).

No entanto, outras espécies, classificadas como “micobactérias ndo tuberculosas”
(ATS, 1997), ocasionalmente, determinam doenca, sobretudo nos imunocomprometidos,
idosos e portadores de broncopneumopatias cronicas. Nesse grupo, as espécies mais
comumente envolvidas sdo: o M. kansasii (Mk), o complexo MAIS (avium, intracellulare e
scrofulaceum), o M. xenopi, o M. szulgai e o M. malmoense, além do M. leprae (MORRONE
at al., 2003).

1.3 Mycobacterium tuberculosis

Sao bacilos alcool-4cido—resistentes (BAAR), aerdbios estritos, ndo esporulados, em
forma de bastonetes delgados e retilineos, medindo cerca de 0,4um (largura) x 3um
(comprimento). Possuem longos periodos de geracdo (16 a 20 horas) e duplicagdo (18 a 48
horas). Crescem muito lentamente em meios de cultura (3 a 8 semanas para formar colonias
visiveis) (KRITSKI; CONDE; SOUZA, 2000; REY, 1999).

A espécie ndo pode ser classificada como Gram-positiva, tampouco como Gram-
negativa, por ser muito fracamente corada pelos corantes usados na técnica de Gram
(LEVINSON; JAWETZ, 2005).

Os acidos micolicos, presentes na parede celular, sdo provavelmente o suporte
molecular da alcool-acido resisténcia. Ligados ao peptidoglicano, eles formam uma barreira
periférica hidrofébica capaz, durante a coloragdo de Ziehl-Nielsen (figura 1), de se ligar e
reter a fucsina (KRITSKI; CONDE; SOUZA, 2000).

Sao parasitas intracelulares facultativos, usualmente de macrofagos, tendo a espécie
humana como seu Unico reservatorio (TODAR, 2011). Ao contrario de algumas micobactérias
de crescimento rapido, o M.tbh raramente ¢ pleomorfico, ndo forma filamentos alongados ou

cadeias ramificadas quando observados em cultura (figura 2) (CHAUHAN, 2006).
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FIGURA 1: Cultura de M. tuberculosis, corada pela técnica de Ziehl-Nielsen.
Fonte: Palomino; Leado; Ritacco, 2007.

FIGURA 2: Micrografia eletrénica de M. tuberculosis crescendo em cultura.
Fonte: Palomino; Ledo; Ritacco, 2007.

1.4 Relacao infeccio / doenca:

A tuberculose ¢ transmitida de uma pessoa a outra através de aerossois. Quando um
portador da forma respiratoria da doenga ativa fala, canta, espirra ou tosse, lanca no ar
aerossois contendo o M.th. Individuos proximos inalam essas particulas, tornando-se
infectados. O M.tb afeta usualmente os pulmdes, mas também pode causar doenga em
diversas outras partes do corpo. Rins, coluna vertebral e cérebro sao exemplos de o6rgaos
eventualmente acometidos (CDC; WHO, 2011b).

Uma vez que nem todos os infectados adoecem, existem duas condi¢des associadas a
TB: infeccdo latente (ILTB) e doenca ativa. Na maioria das pessoas que se infectam, o
sistema imunolégico ¢ capaz de impedir o crescimento do bacilo. Desse modo, ndo ha
sintomas ou risco de transmissdo da enfermidade; muitos portadores de ILTB jamais
desenvolvem a forma ativa, no entanto, na presenca de condi¢des imunossupressoras,
sobretudo na co-infec¢do por HIV, o microrganismo entra em crescimento, € a tuberculose-
doenca se manifesta. O que caracteriza a forma ativa ¢ a incapacidade do sistema imunoldgico
em deter a multiplicacdo da bactéria no organismo. Assim, irrompem 0s sinais € sintomas

tipicos da enfermidade, e o individuo torna-se infectante (CDC, 2011).
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1.5 Dados epidemiolégicos

Sao imensos os danos que a tuberculose traz a sociedade. Mundialmente, de cada trés
seres humanos, um estd infectado com o M.th (mais de 2,3 bilhdes de pessoas). A doenca
ocupa o sétimo lugar no ranking mundial de causas de morte e, juntamente com a aids e a
malaria, continua a ser uma das trés enfermidades infecciosas mais letais do mundo
(COLLINS, 2001; DYE et al., 1999).

Estima-se em 9,4 milhdes o numero de casos mundiais de TB em 2009,
correspondendo a uma taxa de 137 ocorréncias por 100.000 habitantes. A maior parte desse
contingente encontra-se na Asia (55%) e na Africa (30%). Apenas 22 paises respondem por
81% do total de ocorréncias (WHO, 2011b).

No Brasil, sdo registrados anualmente cerca de 71.000 novos casos de tuberculose,
com estimativa de 63 milhdes de infectados pelo M.th e 4.600 mortes anuais (MINISTERIO
DA SAUDE, 2011a). No entanto, o pais vem registrando sucessivas quedas nas taxas de
incidéncia nas ultimas duas décadas. No ano de 2010, esse indice foi 27% menor em relagdo a
1990 (37,7 x 51,8 casos por 100.000 habitantes) (MINISTERIO DA SAUDE, 2011b). No
mesmo periodo, a taxa de mortalidade mostrou redugdo de 33% (MINISTERIO DA SAUDE,
2011a). Atualmente, o Brasil ocupa a ultima posi¢do na lista dos 22 paises priorizados pela
OMS que abrangem 80% da carga mundial de tuberculose (WHO, 2011b).

No ano de 2010, o Ceara apresentava taxa de incidéncia igual a 41,88 casos por
100.000 habitantes, superior a média nacional e o segundo maior indice dentre os estados
nordestinos (MINISTERIO DA SAUDE, 2011b). Em 2009, foram notificados, no estado,
3.887 casos novos de tuberculose (coeficiente de incidéncia de 45,5/100.000 habitantes), dos
quais 2.146 foram pulmonares baciliferos (coeficiente de incidéncia de 25,1/100.000hab) e
341 extrapulmonares. A forma clinica pulmonar ¢ a predominante, concentrando cerca de
88% dos casos entre os anos de 2001 e 2010. Quanto a forma extrapulmonar e as que
apresentam outras localizagdes (pulmonar + extrapulmonar), mantiveram-se em torno de 11%
e 1%, respectivamente. Os fatores mais influentes, hoje, para o aumento do numero de casos
no Ceara sdo a pobreza e a co-infeccdo pelo HIV. Com isso, recomenda-se que todos os
adultos com diagndstico positivo para tuberculose realizem o teste para HIV (GOVERNO DO
ESTADO DO CEARA — INFORME EPIDEMIOLOGICO TUBERCULOSE, 2010).

Apesar de existirem drogas efetivas ha mais de 50 anos, a cada 15 segundos alguém

morre de tuberculose em algum lugar do mundo. E o mais alarmante: a cada segundo surge
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um novo caso de infec¢do pelo M.th. Mantida sem tratamento, uma pessoa com TB ativa
infecta, em média, de 10 a 15 outros individuos anualmente (DYE et al., 2005).

A tuberculose impacta perversamente o desenvolvimento socioecondmico, uma vez
que 75% da populagdo afetada encontram-se em faixa etiria economicamente ativa (entre 15 e
54 anos); 95% de todos os casos € 99% das mortes ocorrem nos paises em desenvolvimento
(DYE, 2006; WHO, 2006). Dados da OMS mostram claramente uma intima associagao
epidemiologica entre TB e HIV. Individuos infectados pelo HIV tém 37 vezes mais chance de
desenvolver a doenga, em relagdo aos ndo infectados. Os portadores do virus ja representam
mais de 10% do total de casos de tuberculose registrados anualmente no mundo, sendo a
enfermidade responsavel por uma de cada quatro mortes dentre os infectados (STOP TB
PARTNERSHIP, 2011).

A infec¢do pelo HIV ¢ um potencial fator de risco para a tuberculose, ndo apenas
porque o virus favorece a reativacdo de uma infec¢do latente pelo M.7h, mas também por
propiciar uma rapida progressdao da TB. Em um individuo infectado apenas com o M.th, o
risco de desenvolver a doenca ao longo da vida fica entre 10% e 20%. Por outro lado, no
contexto de uma co-infec¢do com HIV, essa taxa ¢ de 10% ao ano (AARON et al., 2004;
CORBETT et al., 2003; WHO, 2004).

Com base nessas informacdes, fica facil compreendermos por que a incidéncia de
tuberculose em paises com niveis epidémicos de HIV/aids, especialmente aqueles das regides
leste e sul do continente africano, aumentou tdo rapidamente ao longo da ultima década,
tornando a TB a causa mais comum de morte dentre os adultos HIV - positivos que vivem em
nag¢des menos desenvolvidas (AARON et al., 2004; CORBETT et al., 2003; WHO, 2004).

Estima-se que, dentre os 9,4 milhdes de casos de TB em 2009, houvesse 1,1 milhdo
de HIV — positivos, cerca de 12% do total. Calcula-se em 1,7 milhdo o nimero de mortes por
tuberculose no ano de 2009, dos quais 400 mil eram HIV positivos (WHO, 2011b).

A tuberculose multidrogarresistente (TBMDR) ¢ hoje considerada um grave
problema de satde publica. TBMDR ¢ definida como resisténcia a, pelo menos, rifampicina e
isoniazida, duas das mais efetivas drogas anti-TB. Diversos fatores podem contribuir para o
aumento da incidéncia de TBMDR; nao adesao ao tratamento, regimes terapéuticos
inadequados e falhas no sistema de distribuicdo dos medicamentos sdo os mais comuns
(WHO, 2011b).

O tratamento da TBMDR ¢ mais longo (até dois anos) e dispendioso (pois requer o

uso de farmacos de segunda linha), quando comparado ao da tuberculose sensivel aos
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medicamentos (TBS). Ademais, as taxas de cura da TBMDR sdo inferiores as da TBS (50 a
70% x 90%) (STOP TB PARTNERSHIP, 2011).

Cenario ainda mais sombrio tem sido a emergéncia de cepas do M.tb extensivamente
resistentes (TBXDR). Essa condigdo ¢ definida como resisténcia a rifampicina + isoniazida e
a uma fluoroquinolona, associada a resisténcia a um dos trés farmacos injetadveis de segunda
linha (amicacina, canamicina e capreomicina) (SBPT, 2009).

Diante desse panorama preocupante, a OMS lancou, em 1995, a estratégia DOTS
(Directly Observed Treatment, Short-course), em portugués: Tratamento Diretamente
Observado (TDO). Esse sistema, que tem sido o cerne de todos os programas de combate a
TB preconizados pela OMS, tem como diretrizes principais a detec¢do de casos através da
baciloscopia de escarro em todos os pacientes sintomaticos ¢ um fornecimento regular e
ininterrupto de todas as drogas anti-TB necessarias ao tratamento (WHO, 1999). De 1995 a
2009, 49 milhdes de pacientes com tuberculose foram tratados de acordo com a estratégia
TDO; 41 milhoes deles com sucesso (STOP TB PARTNERSHIP, 2011).

Em 2001, a OMS fundou a 4 Stop TB Partnership, um movimento global, composto
por mais de 1200 organizacdes, governamentais € ndo-governamentais, que trabalham juntas
desenvolvendo estratégias para assegurar um mundo livre da tuberculose (STOP TB
PARTNERSHIP, 2011).

No ano de 2006, a Stop TB Partnership langou o Global Plan to Stop TB 2006-20135,
um roteiro para reforcar estratégias de prevencao, tratamento, pesquisa e financiamento. As
metas do plano incluem reduzir a metade a prevaléncia e as taxas de mortalidade por TB até
2015, em relagdo aos niveis de 1990, abrindo assim o caminho para a eliminagdo da doenga
(definida como menos de um caso por cada milhdo de habitantes por ano) até 2050 (STOP TB
PARTNERSHIP, 2006).

A estratégia do Global Plan to Stop TB 2006—2015 baseia-se no sucesso do sistema
TDO. Apesar das conquistas dos ultimos anos, ainda hd enormes barreiras a serem
transpostas, antes que se possam cumprir as metas previstas para o periodo. Os principais
objetivos a serem contemplados, bem como as maiores dificuldades para a sua efetivagao
estdo listadas abaixo:

1- Dar continuidade ao processo de expansao e aprimoramento do TDO, oferecendo

servigos de alta qualidade, amplamente disponiveis e acessiveis a todos aqueles
que deles precisarem, sobretudo os mais pobres € vulneraveis. Em muitos paises,

no entanto, a dificuldade em atender a essa demanda reside nos frageis sistemas
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de satde publica, na falta de recursos humanos e financeiros e no insuficiente

comprometimento politico.

Novas ferramentas permanecem urgentemente necessarias para aumentar a
velocidade e a precisdo do diagnostico de tuberculose, bem como para melhorar a
eficacia do tratamento e reduzir a sua duracdo. Tem havido muitos progressos,
mais investimentos em larga escala continuardo sendo necessarios para tornar

amplamente disponiveis todos esses recursos.

O HIV continua sendo um dos maiores entraves aos esfor¢os para atingir as
metas de controle da TB. Poucos pacientes com tuberculose sdo testados para
HIV e um numero ainda menor ¢ avaliado para inser¢do em programas de terapia
antirretroviral.

A ameaga da TBMDR tem representado um salutar impacto ao sistema TDO.
Programas de implementa¢do em larga escala do TDO ajudam a evitar o
surgimento posterior de resisténcia as drogas. Pouquissimos paises, porém, tém
politicas nacionais para o diagnostico e tratamento da TBMDR ou, quando as
tém, o tratamento geralmente ndo funciona como deveria.

Moradores de areas rurais remotas, de favelas, desabrigados e migrantes ainda
tém grandes dificuldades de acesso aos servigos publicos de satde de boa
qualidade.

O estigma que ainda paira sobre a doenga, bem como o desconhecimento sobre
os tipos de servigos de assisténcia disponiveis ao doente, contribui para a
subutilizagdo dos mesmos, aumentando o custo social da TB.

Muitas instituigdes atuantes na area da satde, tanto publicas quanto privadas, nao
utilizam estratégias baseadas em evidéncias para o diagnostico e tratamento da
tuberculose. Isso acarreta diagnodsticos incorretos, tratamentos com resultados
insuficientes, aumento nas taxas de resisténcia as drogas e desperdicio de

recursos.
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1.6 Aspectos Imunoldgicos

A primeira linha de defesa contra a infeccdo pelo M.th (e outros microrganismos
inaldveis) sao as barreiras fisicas do trato respiratorio: pelos nasais, angulacao das vias aéreas,
secre¢do traqueobronquial e clearance mucociliar (KRITSKI; CONDE; SOUZA, 2000).
Vencidos esses obstaculos, os aerossois contendo bacilos vidveis atingem o espaco alveolar,
onde o M.th ¢ fagocitado pelos macrofagos alveolares (KANG et al., 2005), células
dendriticas e neutréfilos (GEIJTENBEEK et al., 2003).

Uma vez no interior do macrofago, o M.tb replica-se dentro do fagossomo e impede
a fusdo deste com o lisossomo. O bloqueio da formagao do fagolisossomo dé-se pela inibigao
dos sinais de Ca’" e do recrutamento e montagem de proteinas que medeiam a fusdo
fagossomo — lisossomo. Assim, durante a fase inicial da infec¢do primaria (primeiras trés
semanas, em média), o bacilo prolifera dentro dos macréfagos alveolares e espacos aéreos,
com resultante bacteremia (FRATTI et al., 2001).

Apo6s a fagocitose, os macrofagos imunologicamente ativados reagem por meio de
uma grande produgdo de 6xido nitrico (NO) e outros intermedidrios reativos do nitrogénio,
via iNOS, sendo esse o principal mecanismo microbicida dessas células (CHAN; FLYNN,
1999). De fato, altos niveis de expressao da iNOS foram detectados em macréfagos obtidos
do lavado alveolar de pacientes com tuberculose ativa (NICHOLSON et al., 1996). Os niveis
de oOxido nitrico no ar exalado por pacientes com TB ativa, também, encontram-se
aumentados (WANG:; LIU; LIN, 1998).

O controle imunoloégico da infecg¢do pelo M.th fundamenta-se em uma tipica resposta
celular do tipo Ty1. Em seguida a fagocitose do bacilo, os macréfagos e células dendriticas, ja
nos linfonodos de drenagem, apresentam antigenos do M.tb as células T e passam a produzir
interleucina-12 (IL-12) (LADEL et al., 1997a). A IL-12 ¢ importante na diferenciacao de
células Ty0 em Tyl que, por sua vez, produzem outra citocina, o interferon-y (IFN-y).
Secretado tanto por células T ativadas quanto por células NK, o IFN-y ¢ capaz de ativar os
macroéfagos infectados ao promover a formacao do fagolisossomo, bem como a produgdo de
intermediarios reativos do nitrogénio, que tém efeito antimicrobiano. Essas a¢cdes combinadas
sdo capazes de destruir os bacilos que foram fagocitados (KAUFMANN, 2001;
MACMICKING et al., 1997). Em outro estudo, foi demonstrado que o IFN-y, juntamente com
a via de sinalizacdo de TLR, ¢ capaz de induzir autofagia em macréfagos infectados pelo M.th

(GUTIERREZ et al., 2004).
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Na imunidade adaptativa ao M.tb, os macrofagos e células dendriticas infectados
secretam citocinas (IL-12, IL-23, IL-7, IL-15 e TNF-a) e apresentam antigenos a varias
populacdes de células T, incluindo: células T CD4+
(MHC classe II), T CD8+ (MHC classe I), células T restritas ao CD1 (antigenos
glicolipidicos) e células Tyd. Essas células produzem a citocina efetora IFN-y, a qual,
juntamente com TNF-o, ativa macrofagos a destruir o M.th por meio de intermedidrios
reativos do oxigénio e do nitrogénio. Além disso, células T CD8+ podem matar o M.tb por
intermédio da granulisina e das perforinas. Um novo subtipo de células T auxiliares,
chamadas Tyl7, caracterizadas pela producao de interleucina-17 (IL-17), atuam como
importantes moduladoras da inflamacdo e ativacdo da memodria imunoldgica. As Tyl7
recrutam neutréfilos, monocitos e células T CD4+ produtoras de IFN-y, além de estimular a
expressdo de quimiocinas (DHEDA et al., 2010; RIBEIRO-RODRIGUES et al., 2006).

Embora a resposta Tyl ajude a conter a replicacdo e disseminacdo do M.th, ela
também pode causar significativos danos aos tecidos. Assim, as manifestacdes clinicas da TB
sdo, em grande medida, determinadas por um delicado equilibrio entre os efeitos protetores e
imunopatoldgicos da resposta tipo Tyl (GUYOT-REVOL et al., 2006). Para tanto, o sistema
imunologico dispde de mecanismos regulatorios que suprimem as respostas efetoras contra
antigenos persistentes, limitando os danos tissulares imunomediados (BELKAID et al., 2002).

Uma subpopulacdo de células TCD4+ efetivas na modulagdo da resposta
imunolégica sdo as células T regulatdrias (Trg). Esse subtipo celular possui propriedades
supressivas que inibem as funcgOes efetoras das células T. No modelo murino, as Ty
suprimiram respostas imunologicas a varios patogenos intracelulares e sua deplecdo in vivo
esteve associada ao aumento dos danos aos tecidos (BELKAID; ROUSE, 2005). Em
humanos, as Ty, tém sido implicadas na hiporresponsividade imunolédgica em infecgdes
cronicas (MILLS, 2004), tais como: citomegalovirus (AANDAHL et al., 2004), hepatite B
(STOOP et al., 2005), hepatite C (CABRERA et al., 2004), HIV (AANDAHL et al., 2004) e
Helicobacter pylori (LUNDGREN et al., 2003).

Na tuberculose, Guyot-Revol e colaboradores, 2006, detectaram que a frequéncia de
Ty em portadores da forma pulmonar ativa foi trés vezes maior que nos controles saudaveis,

sugerindo que essas células exercem importante papel na imunomodulacao da TB.
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Assim, parece haver um complexo mecanismo de regulagdo cruzada entre as
respostas das células Tyl, Tu2, Tul7 e Treg (figura 3), mas o preciso papel de cada um desses
tipos celulares ainda permanece obscuro (DHEDA et al., 2010; RIBEIRO-RODRIGUES et
al., 2006).

Figura 3 - Imunidade adaptativa ao M.tb.
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Os macrdéfagos e células dendriticas infectados secretam diversas citocinas (IL-12, IL-23, IL-
7, IL-15 e TNF-a) e apresentam antigenos para varias populagdes de células T, incluindo
células T CD4 + (MHC de classe Il), T CD8 + (MHC de classe |), células T restritas ao CD1
(antigenos glicolipidicos) e células T-yd. Essas células T produzem a citocina efetora IFN-y,
a qual, juntamente com o TNF-qa, ativa macrofagos, capacitando-os a destruir o M.tb por
meio da producdo de intermediarios reativos de oxigénio e do nitrogénio. Além disso,
linfocitos T citotoxicos (CD8+) também podem matar M.tb através das vias da granulizina e
da perforina. Contudo, células Ty2 poduzem citocinas imunossupressoras, como a IL-4, e as
células T,y produzem IL-10 e TGF-B, que podem suprimir mecanismos mycobactericidas.
Outro subtipo de células Ty, as Ty17, diferenciadas na presenca de IL-23 e caracterizadas
pela sintese de IL-17, sdo importantes moduladoras da inflamacao e da memdria
imunolégica. As Ty17 podem recrutar neutréfilos, mondcitos, células T CD4+ produtoras de
IFN-y e estimular a expressdao de quimiocinas. O IFN-y, por sua vez, pode suprimir a
producao de IL-17.

Na maioria dos individuos infectados pelo M.th, os mecanismos imunologicos
descritos acima sao capazes de manter o bacilo sob controle, apesar de nao elimina-lo por
completo. Essa condi¢do assintomatica, sem evidéncia clinica ou radioldgica, mas com

bacilos M.th viaveis nos tecidos, € denominada tuberculose latente € ndo é transmissivel.
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Apenas uma pequena porcentagem (5% a 10%) dos portadores de ILTB evolui para a forma
ativa da doenca em algum momento de suas vidas. A progressdo para a forma ativa ¢
facilitada por diversas condigdes clinicas; infecgdo pelo HIV, diabetes melitus, tabagismo,
desnutri¢do, terapia com inibidores do TNF-a e infeccdo por helmintos sdo exemplos de co-
morbidades que podem ocasionar desequilibrio imunologico e promover a transicdo de
infeccdo latente para doenga ativa (DHEDA et al., 2010; LIN et al., 2009).

Na doenca ativa (infec¢do primaria ou reativagdo), a resposta pro-inflamatoria
estimula as células infectadas a invadir o tecido subjacente. Essa resposta também leva ao
recrutamento de mondcitos circulantes, bem como a extensiva neovascularizagdo do local
infectado (RUSSELL; BARRY; FLYNN, 2010). Tem inicio o processo de formacdo do
granuloma (figua 4).

Figura 4. O ciclo de vida do M.tb.
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A infecgdo tem inicio quando bacilos, presentes em aerossois exalados, sédo inalados e
fagocitados por macréfagos alveolares. A resultante resposta pro-infamatoria estimula a
invasdo do tecido subjacente pelas células infectadas. Essa resposta também leva ao
recrutamento de mondcitos, bem como a extensa neovascularizagao do local afetado. Os
macréfagos diferenciam-se em células epitelidides, células gigantes multinucleadas e
células espumosas repletas de goticulas lipidicas. O granuloma pode tornar-se mais
estratificado pela formagao de uma capsula fibrosa, por fora da camada de macréfagos. Os
linfécitos estdo situados na regido periférica. A maioria dos granulomas permanece neste
estado de equilibrio, mas a progressdo a doenga ativa é caracterizada por perda de
vascularizagdo e necrose com acumulo de caseum na regiao central. Finalmente, bacilos
sdo liberados nos espagos aéreos quando o granuloma colapsa.
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1.6.1 Importancia da Interleucina-6 (IL-6)

A IL-6 ¢ uma citocina pleiotropica que exerce diversas agdes patofisioldgicas em
humanos (PAPANICOLAOU et al., 1998). Essa citocina tem despertado muito interesse no
campo da endocrinologia, sendo considerada inclusive como “a mais enddcrina de todas as
citocinas” (PAPANICOLAOU, 2000).

Suas agdes sdo exercidas por meio da ligagdo ao receptor especifico (IL-6R) que, ao
contrario da maioria dos receptores de outras citocinas, encontra-se ativo tanto ligado a
membrana celular quanto na forma soluvel (KELLER; WANAGAT; ERSHLER, 1996).

Virios tipos celulares produzem IL-6: fagocitos mononucleares, fibroblastos, células
endoteliais, linfocitos T e B, os quais sdo alguns exemplos. Embora tanto as células Tyl
quanto as Ty2 possam produzi-la, hda uma predominancia na produgdo de tal citocina pelas
Ty2 (LADEL et al., 1997D).

A IL-6 ¢ uma das citocinas que tem ag@o mais pronunciada em estimular a sintese de
proteinas da fase aguda da inflamagao, sobretudo a proteina C reativa, em resposta aos mais
diversos estimulos (GABAY; KUSHNER, 1999). Consoante a essa funcao, estd o fato de que
os glicocorticoides inibem a producdo de IL-6 (BREUNINGER et al., 1993).

Sao muitos os estudos que descrevem relevantes atuacdes da IL-6 na patogénese de
uma grande lista de doencas. Diabetes (KRISTIANSEN; MANDRUP, 2005), aterosclerose
(SCHIEFFER et al., 2004), depressao (DOWLATI et al., 2010), Alzheimer (SWARDFAGER
et al.,, 2010), lupus eritematoso sistémico (TACKEY; LIPSKY; ILLEI, 2004) e artrite
reumatoide (NISHIMOTO, 2006) sdao exemplos de enfermidades nas quais a participagdo
dessa citocina ¢ decisiva.

Além disso, a IL-6 esta diretamente envolvida com o processo de destrui¢ao 6ssea no
cancer. Desta feita, seus niveis séricos, bem como os do seu receptor (na forma soluvel), t€ém
grande potencial de uso como fator progndstico para a tendéncia ao desenvolvimento de
metastase em pacientes oncologicos (TAWARA; OXFORD; JORCYK, 2011).

Em fungdo da ampla gama de atuagdes da IL-6 em processos patolégicos tao
distintos, tem crescido o interesse da industria farmacéutica em desenvolver drogas anti-1L-6
para uso no tratamento de tais doengas. O primeiro desses agentes foi o tocilizumab, aprovado
para uso na abordagem terapéutica da artrite reumatdide (SMOLEN; MAINI, 2006). Trata-se
de um anticorpo monoclonal humanizado anti-IL-6R que impede a ligacdo da IL-6 ao seu

receptor (VENKITESHWARAN, 2009).



28

Estudo anterior demonstrou que a IL-6 secretada por macroéfagos infectados com
M.th inibe a resposta ao INF-y por parte dos macréfagos ndo infectados, adjacentes aos
infectados. Esses resultados revelam uma nova fun¢do da IL-6 e indicam que essa citocina,
secretada por macrofagos infectados por M.th, pode contribuir com a inabilidade da resposta
imunologica celular em erradicar a infeccio (NAGABHUSHANAM et al., 2003). A IL-6
pode também ser prejudicial em infecgdes micobacterianas, visto que inibe a produgao de
TNF-a e IL-1 (SCHINDLER et al., 1990).

Por outro lado, ha estudos que sugerem um papel protetor para a IL-6 em relagdo ao
M.th: ratos com deficiéncia na producdo de IL-6 demonstraram ser mais susceptiveis a
infeccdo pelo M.th (LADEL et al., 1997b), enquanto ratos depletados (knockout) para o gene
da IL-6 apresentam uma reduzida produ¢do de interferon-y. Sendo o IFN-y crucial na resposta

protetora ao M.th, ¢ plausivel que a IL-6 desempenhe um papel protetor nas infecgoes

micobacterianas (SAUNDERS et al., 2000).

1.7 Polimorfismo génico

Hé muitos anos, tem-se suspeitado de que fatores hereditarios estejam envolvidos na
resisténcia / susceptibilidade a tuberculose (BELLAMY; HILL, 1998). Estudos genéticos
realizados com gémeos monozigdticos e dizigdticos t€ém demonstrado haver componentes
com significativa herdabilidade nas variagdes observadas entre individuos quanto a sua
resposta imunologica ao M.tb (COMSTOCK, 1978; JEPSON et al., 2001), assim como
diferencas raciais na susceptibilidade a infec¢ao pelo bacilo da TB (STEAD et al, 1990).

Embora as citocinas exibam um baixo grau de variacdo genética, um numero
crescente de estudos tem relacionado polimorfismos (localizados tanto nas regides promotoras
quanto nas codificadoras de genes de citocinas) como fatores do hospedeiro associados com
susceptibilidade a doengas infecciosas (BIDWELL et al., 1999 ; KNIGHT, 2001). Mutacdes
nesses genes podem resultar em distor¢des no processo de transcricdo génica, alterando os
niveis de producao das citocinas (ESKDALE, et al., 1998; PRAVIKA et al., 1999; REES et
al., 2002; RIVERA-CHAVEZ, et al., 2003).

Estudos tém investigado polimorfismos no gene da IL-6, a fim de verificar a
existéncia de associa¢des entre suas diferentes variantes alélicas e o decurso de doencas
agudas e cronicas. O maior foco desses trabalhos tem sido um polimorfismo de nucleotideo

unico (ou single nucleotide polymorphism - SNP) na posicao -174. Esse SNP (G—C), ou seja,
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troca de uma guanina por uma citosina, tem sido associado, por exemplo, a condi¢des clinicas
que variam desde artrite reumatoide juvenil e sepse grave a sensibilidade a insulina e
espessamento da camada intima da artéria carotida (FERNANDEZ-REAL et al., 2000;
FISHMAN et al., 1998; RUNDEK et al., 2002; SCHLUTER et al., 2002).

Na literatura, sdo escassos os estudos relacionando polimorfismo génico da IL-6
com tuberculose. Henao et al., 2006, em estudo realizado com populagdo colombiana,
demonstraram ndo haver diferenga estatisticamente significativa entre as frequéncias dos
genotipos para a posicdo -174 do gene da IL-6, quando comparados o grupo controle
(individuos saudaveis) com o grupo teste (pacientes com TB pulmonar). Amirzargar et al.,
2006, estudando populacdo iraniana, verificaram que a frequéncia do genétipo -174 G/G ¢
significativamente mais elevada nos pacientes quando comparados aos controles. Esse
trabalho também demonstrou que o alelo G esteve mais associado com elevada producdo de
IL-6. Por fim, Selvaraj et al., 2008, pesquisando popula¢do indiana, ndo encontraram
diferenga significante, quer na frequéncia dos gendtipos, quer nos niveis de IL-6 associados
a0s mesmos.

Estudo realizado em populagdo cearense constatou que o gendtipo -174 G/G ¢
significativamente mais frequente nos pacientes de tuberculose (70,5%) que nos controles

saudéveis (50,6%) (ROLIM, 2009).

1.8 Infeccio latente pelo Mycobacterium tuberculosis

A patogénese da infeccdo latente pelo M.tb (ILTB) € pouco conhecida. Até hoje, tal
condicdo tem sido definida, somente, por um resultado positivo no teste tuberculinico (TT)
em individuo exposto ao bacilo e que esteja assintomatico e sem sinais clinicos e
radiograficos de TB ativa. A relevancia clinica da ILTB esta no risco, pequeno, mas
significativo, de progressdo a doenga ativa, mormente naqueles com sistema imunoldgico
suprimido ou ainda imaturo (LALVANI, 2007).

Empregado mundialmente hd mais de cem anos, o TT ¢ barato, facil de executar e
ndo exige qualquer infraestrutura laboratorial (DUARTE, 2009). No entanto, uma notdria
desvantagem ¢ que o reagente aplicado, o PPD (purified protein derivative) contém antigenos
que também estdo presentes em espécies nao patogé€nicas do género mycobacterium,
predispondo a resultados falsos — positivos (BARRY et al., 2009). Por fim, o método

apresenta baixa especificidade, sobretudo quando aplicado em individuos previamente
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imunizados com BCG, e reduzida sensibilidade nos co-infectados pelo HIV (DODD et al.,
2010).

A despeito de suas limitagdes, o TT continua sendo util. Uma vez identificada
conversao ou viragem tuberculinica (aumento da enduracdo do TT > 10 mm em relagdo a um
TT realizado entre 2 semanas e 2 anos apo6s TT anterior), tal achado é reconhecido como de
bom valor diagndstico (SBPT, 2009; STEAD, 1995). Infelizmente, a conversao costuma estar
ausente em criancas e adultos infectados pelo HIV; individuos sob alto risco de desenvolver
TB disseminada (PAL; ZWERLING; MENZIES, 2008).

Desde o final da década de 1980, tem-se desenvolvido uma nova geracao de testes
sanguineos rapidos para o diagnodstico da ILTB, mais sensiveis que o centenario TT. Tais
métodos, denominados coletivamente IGRAs (Interferon-jy-release assays), baseiam-se na
deteccao do IFN-y liberado por cé€lulas T de memoria em resposta a antigenos especificos do
M.tb (RICHELDI, 2006). Duas modalidades de IGRA tém sido utilizadas mundialmente:
QuantiFERON®-TB Gold test (Cellestis, Carnegie, Australia) e T-SPOT.TB test® (Oxford
Immunotec, Abingdon, UK). A tabela 1 traz um comparativo entre os IGRAs e o TT.

Tabelal: Caracteristicas do TT e dos IGRAs. Adaptada de Richeldi, 2006.

IGRASs TT
Antigenos ESAT-6 ¢ CFP-10 PPD (mais de 200 antigenos)
Controle interno positivo Sim Nao
Uniformidade de métodos e reagentes  Sim Nao
Potencial para efeito booster* em Nao Sim
testes repetidos
Necessidade de retorno do paciente Nao Sim
para leitura do resultado
Tempo necessario para os resultados 16 — 24 horas 72 horas
Configuracao do teste In vitro In vivo
Interpretacdo do teste Objetiva (feita por Subjetiva (baseada no
instrumentos) operador)
Unidade de leitura Unidades internacionais de Milimetros de

IFN-y ou numero de células- enduragdo.

T produtoras de IFN-y.

* TT com enduragdo > 10 mm que tenha aumento da enduragdo > 6 mm em relagdo ao TT realizado 1-2 semanas
antes.
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Lamentavelmente, o TT e os IGRAs sdo incapazes de distinguir infec¢ao latente de
doenca ativa. Um resultado positivo em qualquer desses testes, apenas indica uma
sensibilizacdo imunologica em virtude de uma exposi¢do prévia do hospedeiro aos antigenos
do M.th. Ambos os métodos falham em confirmar a presenga de bacilos viaveis (MACK et al.,
2009; YOUNG; GIDEON; WILKINSON, 2009). Ademais, ainda ndo se sabe se o valor
preditivo dos IGRAs ¢ melhor que o do TT, nem quais sdo suas taxas de resultados falsos-
negativos em individuos imunossuprimidos com ILTB, em alto risco de progressdo para TB
ativa (LALVANI; PARREK, 2010).

Nos ultimos anos, tem sido proposta uma nova abordagem conceitual para a ILTB. A
ideia € tratar o problema no contexto de um espectro de respostas do hospedeiro a presenga do
bacilo (figura 5). Esse modelo permite, por exemplo, direcionar o tratamento profilatico da
ILTB ao setor do espectro em que se encontram os individuos em maior risco de progressao a
doenga ativa; ao invés de recomenda-lo, indiscriminadamente, a mais de 1/3 da humanidade
(BARRY et al., 2009).

A conduta terapéutica para ILTB mais utilizada no mundo, ao longo dos tltimos 50
anos, tem sido a administracdo didria de isoniazida (INH) por um periodo de seis a nove
meses. Esse regime, quando corretamente empregado, apresenta taxa de sucesso superior a
90%. Contudo, a INH esta associada a sérios efeitos adversos, inclusive hepatotoxicidade.
Além disso, os custos da distribuicdo, em larga escala, desse medicamento sdo bastante

elevados (LOBUE; MENZIES, 2010). Tais fatos ratificam a “teoria do espectro”.

Figura 5 - O espectro de respostas a infeccio tuberculosa:

/ & Ainfecgdo é eliminada sem Imunidade
ativagdo de células T inata
antigeno-especificas.

pelo sistema imunolégico.

|
Ainfecgdo é eliminada com Imunidade
ativagdo de células T adaptativa
7)) antigeno-especificas.
£
() Infecgdo controlada, mas Infecgdo
‘E persistem bactérias nio quiescente
"7, replicantes. .
—
i
Replicagdo bacteriana Infecgso Is)
mantida em nivel subclinico ativa 3
8o
e
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O

v | Doenga Clinica | I Doenga I

Adaptada de (YOUNG, D.B.; GIDEON, H.P.; WILKINSON, R.J., 2009).
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O controle da tuberculose reside, portanto, na pronta identificacdo e tratamento
profilatico dos individuos saudaveis infectados pelo M.tbh e que estejam sob risco iminente de
progressao a TB ativa (MACK et al., 2009).

A quebra da cadeia de transmissao da TB passa, necessariamente, por uma melhor
compreensdo da imunopatogénese da infeccdo latente. Levando-se em conta o fato de ainda
ndo haver, sequer, um teste diagnostico considerado padrdo-ouro para ILTB, justifica-se a

preméncia pela realizagdo de mais estudos nessa area.
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2 JUSTIFICATIVA

A IL-6 ¢ uma importante citocina que, certamente, exerce um papel fundamental na
patogénese da TB. Porém, seu exato mecanismo de a¢dao nesse processo ainda carece de
melhores esclarecimentos. Sabe-se que, na doenga ativa, os niveis séricos dessa citocina
encontram-se muito aumentados quando comparados aos de individuos saudaveis.
Estudos tentando estabelecer associacao entre o polimorfismo -174G—C do gene da IL-6
com o seu nivel de produgdo na tuberculose (doenca ativa) obtiveram resultados
conflitantes. Desconhece-se a existéncia, na literatura cientifica, de trabalhos que tenham
estudado o perfil de produgdo de IL-6 no cenario da ILTB. Sabendo-se que a tuberculose
apresenta uma ampla gama espectral de manifestacdes clinicas, desde casos em que a
enfermidade ¢ prontamente contida pela imunidade inata, at¢é manifestagdes graves com
ampla destruicdo tissular, ¢ imperativa a realizacao de pesquisas de funcionalidade do
supracitado polimorfismo, em individuos que sabidamente albergam o bacilo, mas sem
apresentar sinais ou sintomas da doenca. Desse modo, poder-se-ia ter uma compreensao
mais abrangente do papel da IL-6 na tuberculose, podendo-se inferir, por exemplo, se a
exposicao continuada a uma diminuta carga bacilar ¢ capaz de manter, de forma
sustentada, uma produgdo continua da citocina. E nesse contexto, portanto, que se justifica

a realizag¢do do presente trabalho.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Investigar o nivel de producdo sistémica de IL-6 e aferir o papel funcional do
polimorfismo -174 G—C do gene dessa citocina em individuos diagnosticados como
portadores de ILTB.

3.2 Objetivos especificos

I- Dosar as concentragdes séricas de IL-6 em individuos portadores de ILTB e comparar

os resultados com os de pacientes de TB pulmonar ativa e pessoas saudaveis;

II- Tipificar o polimorfismo -174G—C do gene da IL-6 em individuos com ILTB e

comparar os resultados com os dos dois grupos-controle mencionados acima;

III- Relacionar a producdo sist€émica de IL-6 em portadores de ILTB e grupos de
comparac¢do (TB e saudaveis) com os genotipos -174G—C de IL-6, a fim de realizar

estudo funcional desse polimorfismo.
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 Selecao dos sujeitos da pesquisa

O presente trabalho trata-se de um estudo transversal. Os sujeitos da pesquisa sdo
contactantes de pacientes portadores de tuberculose pulmonar ativa (diagnosticada por exame
clinico, radiografia pulmonar e baciloscopia), atendidos nos ambulatorios do Hospital
Universitario Walter Cantidio (HUWC), Hospital Sao José de Doencas Infecciosas (HSJ) e
Centro de Saude da Familia Anastacio Magalhdes (CSFAM).

A definicdo de contactante, que adotamos para o estudo, ¢ a preconizada pelo

Ministério da Satde - MS (2010, p.83),

Toda pessoa que convive no mesmo ambiente com o caso-indice (todo paciente com
TB pulmonar ativa, prioritariamente com baciloscopia positiva) no momento do
diagnostico da TB. Esse convivio pode se dar em casa e/ou em ambientes de
trabalho, instituicdes de longa permanéncia, escola ou pré-escola. A avaliacdo do
grau de exposicao do contato deve ser individualizada considerando-se a forma da
doenca, o ambiente e o tempo de exposicao.

A abordagem diagnostica por nos utilizada a fim de identificarmos, dentre os
contactantes, aqueles portadores de ILTB tem, por base, fluxograma recomendado pelo

Ministério da Saude (figura 6).
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Figura 6 - Fluxograma para investigacao de contatos adultos e adolescentes (>10 anos).

Adolescente >10
anos e adulto
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. daTT
Prosseguir Tratar ILTB Alta ¢ orientagdo Raios-X
investigacdo TB de torax
| |
1 1
Suspeito Normal

Prosseguir |
investigacdo Tratar ILTB

e/ou tratar TB

Fonte: Manual de Recomendacdes para o Controle da Tuberculose no Brasil. MS, 2010.

4.2 Selecao dos controles

Integram o grupo controle participantes de estudo prévio realizado no Laboratorio de
Imunologia do DPML (CORREIA, 2009a). O mesmo foi estratificado em dois subgrupos: a)
63 doadores voluntdrios de sangue do Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceard
(HEMOCE), sem relato prévio de tuberculose ou de contato com portadores de tuberculose ou
hanseniase; b) 38 pacientes com tuberculose pulmonar ativa, confirmada por cultura de

escarro positiva.
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4.3 Critérios de inclusao

® Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (pelo sujeito da pesquisa
ou responsavel);
e Ser portador de ILTB, conforme definido pelo fluxograma do MS;

¢ Idade igual ou superior a 15 anos.

4.4 Critérios de exclusao

® Recusa em assinar o TCLE;

® Nao enquadramento nos critérios diagnosticos para ILTB;
e HIV-positivos;

e (Gestantes;

e [dade inferior a 15 anos.

4.5 Colheita de sangue

A colheita do sangue foi realizada no periodo de 9 de junho de 2011 a 20 de janeiro
de 2012 e deu-se no ambulatério da unidade de saude onde o caso-indice (paciente com
tuberculose pulmonar ativa) do respectivo contactante foi atendido (HSJ, HUWC ou
CSFAM), sendo as amostras transportadas imediatamente para o Laboratorio de Imunologia
do Departamento de Patologia e Medicina Legal da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal do Ceard, onde foram processadas de acordo com os protocolos descritos abaixo.

Foi realizada coleta de amostra de sangue (4mL) por puncao venosa em tubos com
EDTA, para a analise do polimorfismo genético, e tubos (SmL), sem anticoagulante, a fim de
se obter o soro para a dosagem da IL-6. As amostras colhidas em tubos sem EDTA foram
centrifugadas durante 10 minutos a 3.000 RPM. O soro obtido foi transferido para tubos
eppendorf e armazenados a -20°C até o descongelamento para a dosagem de IL-6 pelo teste

de ELISA.
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4.6 Purificacio do DNA

Para purificacio do DNA, foi utilizado o kit GFX Genomic Blood DNA
Purification, da GE Healthcare. O protocolo seguiu rigorosamente as instru¢des contidas no
manual que acompanha o kit, sendo o procedimento realizado em quatro etapas subsequentes

(extracdo, ligacdo do DNA, lavagem e eluicdo), conforme descri¢do abaixo:

I Extragao:

1. Foram adicionados 500ul da solugdo de extracdo em um tubo de microcentrifuga de
1,5mL.
2. Adicionaram-se 100uL de sangue total a 500uL da solucao de extra¢ao, misturando
imediatamente em vortex.
3. Incubou-se a mistura extraida por Smin em temperatura ambiente.

3.1 Durante a incubagao, foi colocada uma coluna GFX em um tubo de coleta de 2mL

para cada purificagao.

Nota: A 4gua para elui¢do foi pré-aquecida a 70°C.

II Ligacdo do DNA:

4. A mistura extraida foi transferida para coluna GFX.
4.1 Centrifugou-se a mistura a 8.000 RPM por 1 min.
5. O contetido do tubo coletor foi descartado. A coluna GFX foi recolocada no mesmo

tubo.

Il Lavagem:

6. Foram adicionados 500uL da solucdo de extragdo a coluna, centrifugando-se em
seguida a mistura a 8.000 RPM por 1 min.

7. O conteudo do tubo coletor foi descartado. A coluna GFX foi recolocada no mesmo
tubo.

8. Adicionaram-se 500uL da solucdo de lavagem a coluna, e centrifugou-se em
velocidade maxima (12.000 a 16.000 RPM) por 3min.

9. O tubo de coleta foi descartado, e a coluna GFX transferida para um tubo novo de

microcentrifuga de 1,5mL.
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IV _Elui¢do:

10. Aplicaram-se 100uL da 4gua de eluicao pré-aquecida diretamente na matriz de fibra
de vidro da coluna GFX.
11. Incubou-se a temperatura ambiente por 1 minuto.

12. Centrifugou-se a mistura a 8.000 RPM por 1 minuto para recuperar o DNA purificado.
Nota: o volume recuperado foi de 80% a 100% do volume da agua de eluicdo aplicada a coluna.

4.7 Tipificacao do polimorfismo -174G—C do gene da interleucina-6

O polimorfismo de nucleotideos tinicos (SNPs) -174G—C do gene de IL-6 foi
tipificado pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase, utilizando-se iniciadores de
sequéncia especifica (PCR-SSP) (One-Lambda).

O material utilizado na tipificacdo das amostras (dgua miliQ, tubos com D-Mix,
placas e amostras de DNA) foi levado a temperatura ambiente, exceto a enzima Taq
polimerase (Invitrogen), mantida sob congelamento até seu uso. Em seguida, identificaram-se,
com a numeragdo da respectiva amostra, os tubos com D-Mix e a placa de tipificacdo (kits
Cytgen, One-Lambda), adicionando-se 1pL. de dgua MiliQ ao poco de controle negativo da
placa. Foi adicionado 1uL de Taq polimerase (5U/uL) a cada tubo com D-Mix, fechando-se e
agitando-se em vortex por 5 segundos, pipetando-se logo apos 9ul. da mistura D-Mix + Taq
polimerase ao po¢o de controle negativo. Apoés homogeneizagdo das amostras de DNA em
vortex, adicionaram-se 19uL da amostra ao tubo com D-Mix + Taq polimerase, fechando-os e
agitando-os em vortex por 5 segundos. Nesse momento, foram aliquotados 10uL da solugao
de DNA-Taq polimerase-D-Mix para cada um dos 15 pogos restantes da placa contendo os
iniciadores sequéncia-especifica; vale ressaltar que o kit supracitado ndo fornece a sequéncia
das bases nitrogenadas dos iniciadores. A placa foi levada ao termociclador “Gene Amp PCR
System 9700” (Applied Byosistems) ¢ o DNA amplificado por intermédio da (PCR-SSP),
usando os seguintes ciclos: 1 ciclo de desnaturagdo inicial a 96°C por 130 segundos, 63°C por
60 segundos, seguido por 9 ciclos de 96°C por 10 segundos, 63°C por 60 segundos ¢ 20 ciclos
de desnaturagdo a 96°C por 10 segundos, anelamento a 59°C por 50 segundos, extensio a

72°C por 30 segundos e logo apds 4°C antes do uso.
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4.8 Analise dos fragmentos de DNA em gel de agarose

Em uma balanca analitica foram pesados 0,75 gramas de agarose a 1,5%
(Invitrogen), acrescentando-se em um Erlenmeyer 50 mL de tampao TBE 1X. Utilizou-se
uma manta térmica para completa dissolugdo da mistura, que foi colocada em uma forma
apropriada com pentes que demarcaram os pocos no gel. A andlise do produto de
amplificacdo foi feita apos eletroforese, utilizando-se corrente elétrica de 150V, 400mA por 8
minutos (Electrophoresis Power Supply EPS 600 — Pharmacia Biotech), o qual foi visualizado
em transiluminador de luz UV(GE Healtcare) a 304nm, apos adi¢do de brometo de etidio na
concentragdo final de 0,5ug/mL ao gel. Em seguida, o gel foi fotografado para documentacao,

sendo tipificado o polimorfismo -174G—C do gene da IL-6.

4.9 Dosagem da interleucina-6

A dosagem de IL-6 foi realizada utilizando o teste de ELISA sanduiche conforme
orientagdes da Invitrogen Corporation (Frederick — Maryland, USA), fornecedora do kit. Cada
placa contém 96 pocos, o suficiente para dosar até 88 amostras, sendo que 8 pocos sdo usados
para testar amostras padronizadas com concentracdes conhecidas da interleucina e tragar uma
curva-padrdo. Para as dosagens das amostras, foram adicionados 100uL do tampdo de
dilui¢do fornecido pelo kit ao pogo zero da placa, seguida da adicdo de 50uL de solucao
biotinilada anti-IL-6Hu a todos os pogos, exceto o pogo zero. Em seguida, adicionaram-se a
cada pogo 100uL de cada amostra do soro a ser testada. A placa foi coberta e incubada por
duas horas em temperatura ambiente. A solucdo contida nos pocos foi aspirada, € 0s mesmos
lavados por quatro vezes.

Apos as lavagens foram adicionados a cada pogo (exceto o zero) 100uL de solugdo
contendo estreptavidina-HRP fornecida pelo kit. A placa foi coberta e incubada a temperatura
ambiente por 30 minutos. Seguiram-se mais quatro lavagens. Nesse momento foram
adicionados, a cada pogo, 100uL de solu¢dao contendo o cromogeno estabilizado, tornando
azul a cor da solucdo. Novamente, a placa foi incubada no escuro por 30 minutos e, por fim,
adicionados 100uL de solucdo de parada da reagdo, fornecida pelo kit, seguindo-se suave
agitacdo da placa, que foi entdo levada ao espectrofotometro para leitura a 450nm. Os
resultados obtidos com as amostras padronizadas foram colocados em um grafico, sendo
tracada uma curva-padrao de concentragdes de IL-6 (figura 8), e os resultados obtidos com as

amostras testadas foram interpretados em funcdo dessa curva.
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4.10 Analise estatistica

Foi utilizado o teste de Fisher bicaudal para as comparagdes entre as frequéncias
genotipicas e alélicas, enquanto os testes de Mann-Whitney e Kruskall-Wallis foram
utilizados para comparar as concentragdes séricas de IL-6. O teste de Shapiro-Wilk foi
utilizado para determinar a normalidade das amostras testadas. O nivel de significAncia
estatistica foi estabelecido quando p for menor do que 0,05. O programa utilizado para os

calculos estatisticos fio o GraphPad Prism versao 5.0.

4.11 Consideracoes éticas

Este estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa do HUWC (Protocolo
n’ 125.12.10) e do HSJ (Protocolo n® 032/2011) — (anexos 2 e 3). Todos os sujeitos da
pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (apéndice 1). Os
controles assinaram o TCLE para voluntario doador de sangue do HEMOCE, estando em
conformidade com a resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Satde (CNS), que

regulamenta a pesquisa envolvendo seres humanos.
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5. RESULTADOS

5.1 Dados demograficos:

A amostra de individuos selecionados para este estudo foi composta por 20
contactantes de pacientes com TB pulmonar ativa, sendo trés do sexo masculino (15%) e 17
do feminino (85%). Desse grupo, cinco foram excluidos (um deles por ndo ter realizado o TT,
dois por ndo comparecimento para leitura do TT, um por ndo conversao do segundo TT e o
ultimo por ndo realizagdo do segundo TT), conforme apresentado no quadro 1 (apéndice 1).
Os demais 15 individuos contactantes (apéndice 2) compuseram o grupo teste por terem
diagnostico confirmado de ILTB (3 masculinos e 12 femininos). A mediana de idade desse
grupo foi de 43 anos (15 — 81 anos). Para compor os grupos de comparagao, utilizou-se um
total de 101 amostras de sangue (38 procedentes de portadores de TB pulmonar ativa e 63
oriundas de doadores saudaveis). O subgrupo TB foi composto por 25(65,8%) individuos do
sexo masculino e 13(34,2%) do feminino. Ja o subgrupo de voluntarios sauddveis consistiu de
51(81%) do sexo masculino e 12(19%) do feminino. Estes dados estio demonstrados na

tabela 2.

Tabela 2 — Caracteristicas demograficas dos individuos com infec¢do latente pelo Mycobacterium
tuberculosis (ILTB) e dos grupos de comparagdo (TB e individuos saudaveis).

Grupos de comparaciao

Caracteristicas demograficas ILTB TB Saudaveis
(n=15) (n=38) n=63)
Sexo (%)
Masculino 03 (20) 25 (65.8) 51.(81)
Feminino 12 (80) 13 (34,2) 12 (19)

Idade em mediana (min-max) 45 (15-81) 44 (20-70) 26 (19-50)
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5.2 Objetivo especifico I

O ensaio para avaliacao das concentragdes séricas da IL-6 resultou em curva-padrao
que esta demonstrada na figura 7. A mediana dos niveis séricos de IL-6 do grupo teste (ILTB)
foi de 1,7 pg/mL (0,96 — 4,8 pg/mL). Quanto aos grupos de comparagdo, as medianas de
concentragdo de IL-6 foram de 4,3 pg/mL (0 — 12 pg/mL) e 0,5 pg/mL (0 — 2,8 pg/mL),
respectivamente, para os subgrupos TB e saudaveis. Foi constatada significancia estatistica (p
< 0,0001) quando comparados os trés grupos entre si. Estes dados estdo demonstrados na

figura 8.

Figura 7 — Curva-padrdo de dosagem de IL-6 realizada no Laboratério de Imunologia.

Leitura realizada a 450nm.

Curva-padrao
2,5

1,5
1 //
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Figura do autor, confeccionada com o software Microsoft Office Excel® 2010.
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Figura 8 - Concentragdes séricas (em picogramas por mL) de IL-6 dos grupos teste (ILTB) e de

comparagdo (TB e saudaveis). As concentragdes estdo representadas em medianas (p < 0,0001).
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11.5
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9.5
8.5
7.54
6.5
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3.5
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1.54
0.5

IL-6(pg/mL)

I I
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Figura do autor. O software utilizado na confeccdo do grafico foi o GraphPad Prism® 5.0.
5.3 Objetivo especifico 11

O estudo do polimorfismo do gene de IL-6 na posi¢ao -174 foi realizado em todos os
individuos do grupo teste (ILTB), em 17 dos 38 integrantes do subgrupo TB e em 43 dos 63
membros do subgrupo saudavel. Fez-se a interpretacao das fotografias dos géis obtidos (figura
9), tomando-se como referéncia a planilha fornecida pelo kit (anexo 1). Os resultados estdao
apresentados na tabela 3. Para o grupo ILTB (n = 15) as frequéncias dos gendtipos GG e GC
foram de, respectivamente: 12 (80%) e 3 (20%). O genotipo CC ndo foi detectado. Quanto aos
controles, o subgrupo TB (n = 17) obteve, para os gendtipos GG, GC e CC, respectivamente,
as seguintes frequéncias genotipicas: 10 (58,9%); 6 (35,2%) e 1 (5,9%). Por fim, para o
subgrupo de individuos saudaveis (n = 43), as frequéncias de GG, GC e CC foram,

respectivamente, 27 (62,8%); 14 (32,6%) e 2 (4,6%).
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Figura 9- Gel de agarose mostrando bandas de amplificagdo dos polimorfismos génicos de citocinas.

CN = Controle Negativo.

Foto do autor. As bandas referentes ao polimorfismo -174G—C de IL-6 estdo nos pogos 12 (-174C) e
13 (-174G). Nesta foto, o pogo 12 mostra apenas a banda positiva do controle interno [} — globina
(440pb)]; o poco 13, além da banda da B-globina, também mostra banda positiva do alelo -174G (seta
a direita). Portanto, esse individuo apresenta genotipo GG.

Tabela 3 — Distribui¢do dos polimorfismos de genotipos -174G—C de IL-6 em individuos com
infeccdo latente pelo Mycobacterium tuberculosis ¢ em grupos de comparagdo (tuberculose e
individuos saudaveis).

ILTB TB Saudaveis Valores de p*
(n=15) m=17) (n=43)
G/G 12 (80%) 10 (58,9%) 27 (62,8%) >0,05
G/C 3 (20%) 6 (35,2%) 14 (32,6%) >0,05
C/C 0 (0%) 1 (5,9%) 2 (4,6%) >0,05

*Para calculo dos valores de p foi utilizado o teste de Fisher bicaudal. Comparagdes entre os grupos
ILTB e TB; ILTB e Saudaveis.

Quanto as frequéncias dos alelos para o polimorfismo -174G—C do gene de IL-6,
houve predominio do alelo -174G nos grupos ILTB (90%), TB (76,5%) e saudaveis (79,1%).

Os resultados encontram-se descritos na tabela 4.
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Tabela 4 — Distribui¢do das frequéncias alélicas dos polimorfismos -174G—C de IL-6 em individuos
com infec¢do latente pelo Mycobacterium tuberculosis ¢ em grupos de comparagdo (tuberculose e
individuos saudaveis).

ILTB TB Saudaveis Valores de p*
(n=15) n=17) (n=43)
G 27 (90%) 26 (76,5%) 68 (79,1%) >0,05
C 3 (10%) 8 (23,5%) 18 (20,9%) >0,05

*Para calculo dos valores de p foi utilizado o teste de Fisher bicaudal. Comparagdes entre os grupos
ILTB e TB; ILTB e Saudavesis.

5.4 Objetivo especifico 111

Para o estudo funcional do polimorfismo de IL-6 na ILTB foi feita uma analise
associativa entre a distribuicao dos genotipos de IL-6 -174G—C e os niveis séricos de IL-6
(expressos em medianas). Os individuos ILTB portadores do genotipo G (n = 12)
apresentaram mediana de concentragao de IL-6 igual a 1,76 pg/mL (0,96 — 4,78 pg/mL); para
os portadores do genotipo GC (n = 3), tais valores foram: 1,29 pg/mL (1,03 — 2,75 pg/mL).

Estas informagdes encontram-se representadas no grafico da figura 10 (p = 0,61).

Figura 10 - Niveis séricos de IL-6 em individuos do grupo ILTB em fun¢do dos genétipos -174G—C
de IL-6.

5.0 —_ (p =0,61)

ILTB (GG) ILTB (GC)
(n=12) (n =03)

O software utilizado na confecga@o da figura 10 foi o GraphPad Prism® 5.0.
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A tabela 5 mostra os dados demograficos, a distribui¢do dos genétipos de IL-6
-174G—C e os niveis séricos de IL-6 para o grupo teste (ILTB) e grupos de comparagao.
Considerando que a frequéncia do genétipo CC ¢ muito baixa, tanto na populagdo em geral
quanto nos grupos analisados neste estudo, decidiu-se por organizar a tabela da seguinte

forma: genotipo 1 = GG; gendtipo 2 = GC / CC.

Tabela 5: Dados demograficos, genotipos -174G—C de IL-6 e niveis séricos de IL-6 nos grupos teste

(ILTB) e de comparagio (TB e SAUDAVEIS).

Genotipo de IL-6 -174G—>C

Genotipo 1 Genétipo 2 p
ILTB
N 12 3
Idade em mediana 46 18 >(0,10
Niveis de IL-6 em mediana 1,76 1,29 0,61
(pg/mL)
TB
N 10 7
Idade em mediana 51 51 >0,05
Niveis de IL-6 em mediana 4,1 0,6 0,04
(pg/mL)
SAUDAVEIS
N 27 16
Idade em mediana 26 25 >0,05
Niveis de IL-6 em mediana 0,6 0,6 >0,05
(pg/mL)

Genotipo 1 = GG; Genotipo 2 = GC / CC.
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6 DISCUSSAO

O objetivo geral deste estudo foi investigar o nivel de producdo de IL-6 e aferir o
papel funcional do polimorfismo -174 G—C do gene dessa citocina em individuos
diagnosticados como portadores de ILTB e em controles, tanto com a doenga ativa quanto em
ndo infectados.

O primeiro grande desafio encontrado foi estabelecer, de forma clara e adequada,
qual seria o critério definidor do diagnostico de ILTB. A opg¢ao foi pelo modelo adotado pelo
Ministério da Saude, por estar validado pela opinido de varios especialistas em tuberculose.
No entanto, ¢ reconhecida a auséncia de ensaios clinicos com randomizacdo que tenham
validado esses critérios. A auséncia de tais ensaios dé-se pela imensa dificuldade em se
trabalhar com infec¢do latente. Isto ficou muito claro também neste estudo. Dessa forma,
nosso padrao-ouro para o diagnostico de ILTB foi definido pela detec¢dao, no individuo
contactante de pacientes com TB ativa, de TT reator ou incremento de, pelo menos, 10 mm na
leitura do 2° TT, em relacdo ao primeiro, realizado oito semanas antes. Além disso, o
individuo deveria ter sido submetido a uma avaliacdo clinica por especialista treinado, sendo
excluido o diagnéstico de TB, assim como ter raios X de torax sem evidéncias de doenca
ativa.

Estes critérios adotados sdo rigorosos e limitaram o numero de amostras estudadas. E
importante ressaltar que o contactante de pacientes com TB, de modo geral, ndo comparece
para avaliagdo médica e, frequentemente, as equipes de saude, por exemplo equipes de saude
da familia nas unidades de atengdo basica, ndo conseguem visitar este contactante. Dessa
forma, estas pessoas deixam de passar por avaliagdo fundamental ao controle da disseminacao
da TB. Além disso, foi observada também uma grande dificuldade para convencer estas
pessoas a se submeterem ao teste tuberculinico, sobretudo pela necessidade de retorno para
leitura do resultado.

Em um momento anterior, o mesmo grupo de pesquisa havia realizado estudo
comparando as dosagens séricas de IL-6 de pacientes com tuberculose pulmonar ativa com
aquelas de individuos saudaveis, doadores de sangue. Os dados encontrados revelaram niveis
séricos de IL-6, cerca de oito vezes maiores em individuos com TB (CORREIA et al., 2009b).
Esses dados refor¢caram o envolvimento da IL-6 na resposta imunoldgica ao M.th. Ademais,
também apontavam para a necessidade de se estudar a participagdo da IL-6 na resposta
imunologica de individuos com infec¢do latente, sendo esta a motivacdo principal para o

presente estudo.
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E consenso no meio cientifico que a IL-6 exerce importantes fungdes nos
mecanismos de defesa imunoldgica contra o M.th. Ha evidéncias de uma contribui¢ao
protetora para essa citocina, pois animais depletados ou deficientes de IL-6 sdo mais
susceptiveis a infec¢do pelo M.tb (LADEL et al., 1997b; SAUNDERS et al., 2000). Por outro
lado, macréfagos infectados com M.tb produzem menos INF-y, podendo contribuir para a
inabilidade do sistema imunologico em erradicar a infecgao (SCHINDLER et al., 1990).

Como se pode perceber a partir da leitura do pardgrafo anterior, a exata contribui¢do
da IL-6 na imunologia da TB ainda ¢ assunto nebuloso e que carece de melhor compreensao.
Para tanto, sdo necessarios mais estudos clinicos, tanto no que diz respeito a TB doenca
quanto a infec¢do latente, motivagdo maior desta pesquisa.

O presente estudo comparou, inicialmente, as dosagens séricas de IL-6 nos trés
grupos em analise. Para o grupo ILTB (n = 15), a concentra¢do dessa citocina foi 3,4 vezes
maior que aquela do grupo saudavel (n = 63) e 2,5 vezes menor que a do grupo de portadores
de TB ativa (n = 38). Tais resultados apontam fortemente para o fato de que a IL-6 deve
desempenhar papel importante na manuten¢do do estado de laténcia. Considerando que o
estimulo antigénico para a produgdo da citocina seja a infecgdo pelo M.th e levando-se em
conta os dados acima descritos, ¢ plausivel que a producdo de IL-6 seja diretamente
proporcional a carga bacilar. Além disso, pode-se considerar que a evolucao do processo
infeccioso ¢ acompanhada pelo aumento dos niveis séricos da IL-6. Considerando que esta
citocina € um potente indutor de produg¢do sistémica de proteina C-reativa e que este marcador
tem uso clinico rotineiro, de baixo custo e facil acesso, também se pode sugerir que os niveis
séricos de proteina C-reativa possam reproduzir a evolucao da infeccdo em seu espectro do
estado latente para doenca e, eventualmente, ter algum uso clinico adicional na avaliagao
destes individuos.

O segundo objetivo deste estudo foi avaliar as frequéncias genotipicas -174G—C em
individuos com ILTB e comparar com aquelas encontradas em portadores de TB ativa e nos
saudaveis. Em estudo anterior, um aumento da frequéncia do alelo G foi descrito em
populacdao com TB ativa no estado do Ceard, acompanhada de reducdo na frequéncia do alelo
C, comparado com controles saudaveis da mesma regido. Outros estudos, com amostras de
pacientes oriundos de paises com baixo grau de desenvolvimento, mostraram auséncia de
associagdes entre as frequéncias destes alelos com o risco de desenvolvimento de TB
(AMIRZARGAR et al. 2006; HENAO et al. 2006). Com relagdo as distribui¢des genotipicas,
estudo iraniano mostrou aumento da frequéncia do genotipo G/G na TB (AMIRZARGAR et

al. 2006). Quando foi avaliada a distribui¢ao genotipica em ILTB, nao foram observadas
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diferengas entre as amostras. Nenhum dos estudos anteriores avaliou esta populacao
especifica.

Outro objetivo do estudo ¢ relacionado a uma questdo que circula frequentemente
entre 0s grupos que estudam imunogenética e trabalham com expressdao de genes envolvidos
com producdo de citocinas: seriam estes polimorfismos funcionais? Um estudo de Taudorf et
al., (2008) demonstrou que os polimorfismos de genes de citocinas comumente estudadas, em
ensaio in vivo utilizando como estimulo antigénico endotoxina de Escherichia coli, ndo eram
funcionais, ou seja, a producdo de citocinas nao sofria interferéncia dos genotipos estudados.
Este estudo incluiu o polimorfismo  -174 G—C de IL-6. Apesar de ter estudado um nimero
grande de amostras, o grupo de Taudorf utilizou antigenos bacterianos para estimular a
produgdo das citocinas, e seus dados foram contrarios aos descritos por varios outros autores
que estudaram a influéncia desses polimorfismos em pacientes com infec¢do ativa, doenga.
Dois estudos com esse modelo sdo importantes porque avaliaram pacientes com TB ativa. Em
iranianos, Amirzargar et al. (2006) encontraram associagdo entre o alelo mais frequente -174
G com maior produg¢do de IL-6, tendo sido o gendtipo G/G o com maior distribuicdo entre os
casos. Por outro lado, Selvaraj et al. (2008) nao reproduziram esses dados quando estudaram
indianos. Assim, os dados relacionados a funcionalidade do polimorfismo -174G—C de IL-6
ainda sdo controversos.

Em recente pesquisa com populagdo portadora de TB pulmonar ativa (n = 17),
concluiu-se que o supracitado polimorfismo de IL-6 ¢ funcional. Na ocasido, encontrou-se
uma concentragdo sérica da citocina 6,8 vezes maior nos individuos com genotipo GG em
relagdo aos demais genoétipos, sendo o alelo G considerado hiperprodutor de IL-6 (CORREIA
et al., 2009a).

No presente estudo, feita a mesma andlise em portadores de ILTB (n = 15), concluiu-
se que o referido polimorfismo ndo ¢ funcional, visto que a diferenca entre as concentragdes
séricas de IL-6 nos portadores do gendtipo GG (1,76 pg/mL) e GC (1,29 pg/mL) nao foi
estatisticamente significativa (p = 0,61). O genétipo CC nio foi detectado nessa populagdo. E
necessario assumir que o numero de amostras estudadas limitou as conclusdes para os dois
estudos. Como a expressao do alelo C ¢ bem reduzida em relagdo ao G, um nimero bem
maior de amostras deveria ser analisado. De toda forma, os dados ainda permitem mostrar um
aspecto funcional que surgiu com a avaliacdo do genotipo G/G em pacientes com TB
pulmonar ativa, mas ndo na ILTB. Do ponto de vista imunologico ¢ razoavel pensar que

diante de um estimulo continuado e intenso, como ocorre na TB ativa, este polimorfismo
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realmente tenha um impacto sobre a producdo da citocina, o que parece ndo ocorrer nos
individuos saudaveis e na ILTB.

Comparando os dados desses dois estudos, verifica-se que o comportamento da
funcionalidade do polimorfismo -174G—C do gene de IL-6 muda de acordo com o status
imunologico do individuo, sendo funcional na doenga e ndo funcional na infec¢ao latente.
Para explicar tal fato, hipotetizamos que, no cenario da doenca ativa, o estimulo antigénico
causado por uma alta carga bacilar ¢ bem maior que na condicdo de laténcia. Com isso, a
ativacdo génica ¢ muito mais intensa na TB, sobretudo nos portadores do genotipo GG,
refletindo-se em uma concentragao sérica mais elevada de IL-6.

E também relevante ressaltar que nosso grupo ILTB é extremamente homogéneo.
Todos os integrantes estavam em contato proximo, domiciliar, com os casos de TB ativa, e as
amostras foram colhidas somente de contactantes de casos novos, sem tratamento, pois foi
considerado que o tratamento do caso ativo, e consequente reducdo da eliminagdo de bacilos
pela via aérea, implicaria menor exposi¢ao do contactante ao M.tb, portanto com menor
estimulo. Isso tem implicacdo clara para as dosagens séricas de IL-6, pois se a opcao fosse
estudar contatos de quaisquer casos de TB, mesmo daqueles pacientes em tratamento,
certamente seria criado um viés de observagdo. Dessa forma, quando foi aplicado o
fluxograma do Ministério da Saude para o diagnostico de ILTB e também respeitada esta
condicdo de somente estudar amostras de contatos de individuos com doenca ativa, houve
uma limitagdo no numero de amostras disponiveis. Contudo, esses dados reproduzem, de
forma mais fiel, a condig@o bioldgica de infecgao latente — exposicao continuada ao patogeno
sem evidéncias de desenvolvimento de doencga.

Até o presente momento, ndo se sabe da existéncia, na literatura cientifica, de outros
trabalhos que tenham investigado a concentracdo sérica e o polimorfismo de IL-6 na ILTB.
Isso impossibilita a comparagao dos dados deste estudo com os de outros grupos de pesquisa,
sobretudo em populacdes com perfis genéticos diferentes da nossa.

Em adicdo, esperamos prosseguir com aprofundamento destas analises utilizando
modelos, in vitro, para avaliagdo de resposta celular de individuos portadores dos diversos
genotipos de IL-6, apos estimulo com antigenos do M.th, através de dosagem de IL-6 em
sobrenadante de culturas destas células.

O pioneirismo do presente estudo demonstra o qudo pouco ainda se sabe a respeito
da imunologia da ILTB; uma séria ameaga a saude publica que acomete cerca de 2,3 bilhdes

de pessoas ao redor do mundo.
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7 CONCLUSOES

1. A dosagem de IL-6 mostrou que as concentracdes dessa citocina estdo aumentadas

em portadores de ILTB, quando comparadas aos individuos saudaveis.

2. Individuos portadores de tuberculose pulmonar ativa apresentam niveis séricos de

IL-6 mais elevados que aqueles com infecgao latente.

3. O estudo funcional do polimorfismo -174G—C de IL-6 revelou que a produgdo
sistémica da citocina ndo ¢ influenciada pelas diferentes variantes alélicas desse

gene na ILTB.
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APENDICE 1: TCLE submetido aos contactantes de TB convidados a participar da
pesquisa.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO:

CONTACTANTE () RESPONSAVEL LEGAL () GRAU:

NOME DO CONTACTANTE:

IDENTIDADE (N°): SEXO: M( ) F( ) NASCIMENTO: __ / /.
ENDERECO:

BAIRRO: CIDADE:

CEP: N° TELEFONE: ( )

DADOS SOBRE A PESQUISA:

TiTULO: Avaliacdo dos niveis séricos e do polimorfismo -174G—C do gene de Interleucina—6 em
pacientes com Tuberculose Latente.

PESQUISADOR: Fernando Henrique Azevedo Lopes, aluno do Curso de Mestrado em Patologia
Tropical da Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceara.

Endereco: Rua Monsenhor Furtado S/N, Rodolfo Tedfilo. Fortaleza - CE - CEP: 60441-750. Telefone:
(85) 3366-8304

A presente pesquisa tem por objetivo identificar portadores de tuberculose latente (situagdao em que
a pessoa ndo transmite nem apresenta sintomas da doencga, mas abriga a bactéria causadora), bem como se os
niveis de uma substancia produzida pelo organismo, chamada interleucina-6 (IL-6), estdo normais, aumentados
ou diminuidos, quando comparados com os de pessoas ndo portadoras da bactéria que causa tuberculose.

Estudo anterior comprovou que o nivel da IL-6 estd aumentado nos pacientes portadores de
tuberculose ativa (com os sintomas da doenca). Saber se esse aumento também ocorre nas pessoas com a
forma latente, serd muito Gtil para uma melhor compreensdo dos mecanismos dessa enfermidade, no sentido
de podermos desenvolver melhores estratégias de tratamento no futuro.

Os voluntdrios que concordarem em participar da pesquisa serdo submetidos a um teste de
diagnéstico da tuberculose, chamado PPD. Trata-se de um procedimento simples e seguro que visa detectar se
0 paciente ja teve um contato anterior com o bacilo da tuberculose. Nesse teste, é feita uma aplicagdo de
pequena quantidade (0,1mL) de uma substancia no antebraco, mediante uma picada superficial com agulha
fina (sob a pele). Trés dias depois, o voluntario deve retornar para ser feita a leitura do teste (mede-se, com
uso de uma régua, o pequeno inchaco que se forma no local da inje¢do). O risco desse método é minimo,
apenas o incomodo da picada e, as vezes, coceira no local. A reagdo desaparece sozinha e ndo ha nenhum risco
de se infectar com a tuberculose. Se o teste for negativo, o voluntdrio devera retornar com oito semanas para
repetir o teste.

Como medida complementar ao teste da pele, também sera feito um raio-x do tdrax.

Uma amostra do seu sangue (5mL) serd colhida em veia do braco (com risco desprezivel, apenas o
incbmodo da picada da agulha e, no maximo, um pequeno hematoma no local), para realizagdo do teste de
DNA, a fim de avaliarmos o gene responsdavel pela producdo da IL-6, bem como as dosagens desta substancia
no seu sangue.
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Os pacientes participantes da pesquisa poderdao desistir, a qualquer tempo, sem a necessidade de
prestar quaisquer esclarecimentos e sem prejuizo ao seu tratamento na instituicdo.

As informagbes obtidas serdo analisadas em conjunto com as de outros pacientes, ndo sendo
divulgada a identificacdo de nenhum participante da pesquisa.

CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIMENTO
Declaro que apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi
explicado, concordo em participar do presente protocolo de pesquisa.
Em caso de menor de idade, declaro que o mesmo foi devidamente esclarecido e aceita participar do

presente protocolo de pesquisa, sendo eu o responsavel legal.

Fortaleza, de de

Assinatura:

(paciente ou responsavel legal)

Assinatura e carimbo do pesquisador:




APENDICE 2: Quadro 1 — Planilha geral de dados dos contactantes avaliados.
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Contac. | Origem Coleta em Purlf:;:;g;ao do F(’r:?n:; F;::?nz) Raios-X PCR em Genétipo (pIgL/-r:L)
1 CSFAM | 09/06/2011 09/06/2011 0 10 normal 05/02/2012 G/G 1329
2 CSFAM | 09/06/2011 09/06/2011 22 - normal 17/ 82{21011 G/G 4784
01/10/2011

3 HUWC | 05/08/2011 06/08/2011 NR - NR GEL1 G/C 0,96
17/09/2011

4 HSJ 19/08/2011 19/08/2011 25 - normal GEL 1 G/G 1,799
17/09/2011

5 HS) 02/09/2011 02/09/2011 15 - normal GEL 2 G/G 2,31
01/10/2011

6 HS) 02/09/2011 02/09/2011 11 - normal GEL 1 G/G 1,511
01/10/2011

7 CSFAM | 15/09/2011 17/09/2011 25 - normal GEL 2 G/G 1,942
01/10/2011

8 CSFAM | 15/09/2011 17/09/2011 10 - normal GEL?2 G/G 1,727
01/10/2011

9 HSJ 16/09/2011 17/09/2011 SL normal GEL3 G/C 1,867
01/10/2011

10 CSFAM | 29/09/2011 29/09/2011 8 - normal GEL3 G/G 1,175
5/12/2011 6/C

11 CSFAM | 06/10/2011 08/09/2011 5 - normal GEL 1 2,748
5/12/2011 6/G

12 CSFAM | 06/10/2011 08/09/2011 0 0 normal GEL 1 2,421
5/12/2011 6/C

13 CSFAM | 06/10/2011 08/09/2011 0 10 normal GEL 2 1,287
5/12/2011 6/G

14 HSJ 04/11/2011 04/11/2011 30 - cD GEL 2 2,05
5/12/2011 6/G

15 HSJ 04/11/2011 04/11/2011 30 - cD GEL 3 1,924
5/12/2011 6/G

16 HSJ 04/11/2011 04/11/2011 0 NR normal GEL3 1,3
09/02/2012

17 Hs) | 09/12/2011 | 09/12/2011 sL - normal G/G 0,895

18 HSJ 06/01/2012 06/01/2012 8 - cD 09/02/2012 6/C 1,034

19 HSJ 13/01/2012 13/01/2012 10(?) - Normal 09/02/2012 6/G 0,956

20 HSJ 13/01/2012 13/01/2012 7 - normal 09/02/2012 6/G 1,485

NR — Ndo Realizado.
CD — Calcificagdes Difusas.




APENDICE 3: Quadro2: Planilha de dados dos contactantes portadores de ILTB

selecionados para compor o grupo teste deste estudo.
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Contac. | Origem Coleta em Purlf:;:;;:o do ?:1?“:; '::n?*nz) Raios-X PCR em Gendtipo (plgl}-:“)
1 CSFAM | 09/06/2011 09/06/2011 0 10 normal 09/02/2012 G/G 1,329
2 CSFAM | 09/06/2011 09/06/2011 22 - normal 17/ gg{zloll G/G 4784
17/09/2011

3 HS) 19/08/2011 19/08/2011 25 - normal GEL 1 G/G 1,799
17/09/2011

4 HSJ 02/09/2011 02/09/2011 15 - normal GEL 2 G/G 2,31
01/10/2011

5 HSJ 02/09/2011 02/09/2011 11 - normal GEL1 G/G 1,511
01/10/2011

6 CSFAM | 15/09/2011 17/09/2011 25 - normal GEL 2 G/G 1,942
01/10/2011

7 CSFAM | 15/09/2011 17/09/2011 10 - normal GEL?2 G/G 1,727
01/10/2011

8 CSFAM | 29/09/2011 29/09/2011 8 - normal GEL 3 G/G 1,175
5/12/2011 6/C

9 CSFAM | 06/10/2011 08/09/2011 5 - normal GEL1 2,748
5/12/2011 6/C

10 CSFAM | 06/10/2011 08/09/2011 0 10 normal GEL2 1,287
5/12/2011 6/G

11 HSJ 04/11/2011 04/11/2011 30 - cD GEL 2 2,05
5/12/2011 6/G

12 HSJ 04/11/2011 04/11/2011 30 - cD GEL 3 1,924

13 HSJ 06/01/2012 06/01/2012 8 - cD 09/02/2012 6/C 1,034

14 HSJ 13/01/2012 13/01/2012 10(?) - Normal 09/02/2012 6/G 0,956

15 HS) | 13/01/2012 | 13/01/2012 7 -~ | normal | 09/02/2012 1,485

G/G
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WORKSHEET

G/G (low)
TNF-a |GI/A (high;
A/Ahigh)

Cytokine Genotyping Tray or Primer Pack, Lot 004 Cat. # CYTGEN, PCYTGEN
TNF-a Results
TGF-p1 Results Tray Exp. Dato
1L-10 Resuits
Race Tray Dot # i
IL-6 Results o
Relationship to Patient IFN-y Results D-mixLot#iBatch#
1F/3F/ 1AI3A/ 2HI4H/ 2G/4G/ 2F/4F) 2€/4E/ | 20/4D/ | 2Ci4Ct nmk!
POSITIONS SF/TF/ SAITA/ 6H/BH/ 6G/8G/ 6F/8F/ 6E/BE/ 6D/8D/ | 6C/8C/ SD)\
9FN1F SA/T1A 10H/12H | 10G/12G 10F/12F 10E/12E | 10D/12D | 10C/12C ¢§nu 10A/12A
RESULTS + e l_—l + —— + —— + e—
(mark positive locations) +
PRODUCT SIZE (bp) 125 300 300 300 250 250 175 175 250 250
| TNFa 10 10 -0 L-10 L-10 -6 -6 3 PNy
SPECIFICITY * promoter promoter promoter promoter promotor promotor peomoter | promoter | intran 1 Intron 1
-308G ~1082A.-819T | -1082G,-819C | -1082A,-819C | -8197,-592A | -819C,-592C -174C -174G +874T +874A
oy B
ST

TGF-B1 [T/T G/C (intermediate;

T/T G/G (hi 2<

T/C GIG

T/C G/C (intermediate;

C/C G/G (intermediate)

C/C GIC (low)

C/C CIC (low,

T/T C/C (low;

T/C C/C (low]

GCCIGCC

GCC/ACC (intermediate]
GCC/ATA (intermediate’
ACC/ACC (low]

ACC/ATA (low]

ATAJATA (low]

A |

ANEXO 1: Planilha de interpretacio de resultados do polimorfismo.

* Note: Low, Intermediate and High refer to
gene expression lovols

Fhoto Documentation

CYTGEN_004_WS, nza Page 1 of 1
One Lambda, Inc. 21001 Kittridge St., Canoga Park, CA 91303-2801 Tel: (818) 702-0042 Fax: 3‘3 702-6904 www.onelambda.com
Template: Templ CYTGEN WS, Rev 0

Test Performed by Date

Read by Date

Reviewed by Date
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ANEXO 2: Parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa do HUWC.

% HUWC/UFC
Omite de Etica em Pesquisa
Cod CEP- 425 12 10

o4
&

o
X

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
HOSPITAL UNIVERSITARIO WALTER CANTIDIO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Rua Capitao Francisco Pedro, 1290 — Rodolfo Tedfilo —60.430-370 - Fortaleza-CE
FONE: (85) 3366-8589 / 3366-8613 E-MAIL: cephuwc@huwe.ufe.br

Protocolo n°: 125.12.10

Pesquisador Responsavel: Fernando Henrique Azevedo Lopes

Departamento / Servigo:

Titulo do Projeto: “Avalia¢io dos niveis séricos e do polimorfismo -174G>C do gene de
Interleucina-6 em pacientes com tuberculose latente”.

O Comité de Ftica em Pesquisa do Hospital Universitario Walter Cantidio analisou,
na reunido do dia 20/12/2010, o projeto de pesquisa supracitado e, baseando-se nas normas
que regulamentam a pesquisa em Seres humanos, do Consetho Nacional de Saude
(Resolugdes CNS 196/96, 251/97, 292/99. 303/00, 304/00, 347/05, 346/05), resoiveu
classifica-lo como: APROVADO.

Salientamos a necessidade de apresentacdo de relatorio ao CEP-HUWC da pesquisa
dentro de 12 meses (data prevista: 20/12/11)

Fortaleza, 21 de dezembro de 2010.

C/@(Zﬂ e _Elinna U el
Dra. Maria de Fatima de Souza
Coordenadora do CEP - HUWC
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ANEXO 3: Parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa do HSJ.

T

Z

OVERNO ‘
ECRET ARIDAODEASL:?J(I;EDO CEARA 40 anos promovendo a saide ¢ valorizando a vida
Oficio N° 034/2011 Fortaleza, 26 de outubro de 2011
COMITE DE ETICA EM PESQUISA (CEP-HSJ)
Protocolo n° 032/2011 C.A.A.E: 2044.1.000.042-11
Titulo:"Avaliagao do polimorfismo — 174G — C e dos niveis séricos de interleucina-6 (IL-6)

na tuberculose latente”

Pesquisador Principal: Fernando Henrique Azevedo Lopes

Instituicoes envolvidas: Universidade Federal do Ceara-UFC
Hospital Sdo José de Doengas Infecciosas

Senhor Diretor,

Levamos ao conhecimento de V. Sa. que, o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Sao
José de Doengas Infecciosas (CEP-HSJ), dentro das normas que regulamentam a pesquisa
em seres humanos do Conselho Nacional de Satide—Ministério da Saude. Resolugao N° 196
de outubro de 1996, publicada no Diario Oficial da Unido em 16 de outubro de 1996,
APROVOU o projeto em aprego no dia 17 de outubro de 2011.

Atenciosamente,

N
A )

Dr.Robério Dias Leite
Coordenador do CEP/HSJ

limo. Sr.
Dr. Anastacio de Queiroz Sousa
Diretor Geral do Hospital Sdo José de Doengas Infecciosas




