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Resumo

A tuberculose é uma infeccdo micobacteriana comumente causada pelo agente etiolégico Mycobacterium tuberculosis,
podendo também ser desencadeada por outras bactérias do género Mycobacterium. Ainda que bem documentada, mais
de um século apés sua descoberta, situa-se como a doenca infecciosa que mais mata no mundo. Configura-se também
problema socioeconémico importante, atingindo em especial as camadas mais pobres da populacao e comprometendo
seriamente sua capacidade produtiva. Os métodos diagnésticos tradicionais para a doenca consistem da baciloscopia e
cultura, recentemente adotando os testes moleculares rapidos, todos com limitagoes significativas, como a incapacidade
de discriminar entre casos de tuberculose ativa e latente, sensibilidade inconsistente e incapacidade de oferecer prog-
nésticos. A presente revisao da literatura procurou elucidar os atuais avancos na pesquisa de biomarcadores da infeccao
nos dltimos 5 anos com o emprego da metodologia ELISA. Foram verificadas e comparadas evidéncias apresentadas
pelos estudos e as performances diagndsticas alcancadas em cada contexto. Constatou-se uma evidente heterogeneida-
de nas respostas imunolégicas entre populacdes e individuos, provavel fruto da diversidade genética do patégeno que
possui linhagens intercontinentais e regionais, bem como diferencas particulares nas expressoes de alguns biomarcado-
res, seja por variaveis genéticas ou mesmo outras doengas de base; a homologia dos antigenos pesquisados com outras
espécies de bactérias também foi uma problematica. Fica claro que questdes genéticas particulares de populagoes e
do préprio agente infeccioso precisam ser melhor consideradas nesses estudos, a fim de alcangar um perfil sorolégico
suficientemente sensivel e especifico para triagem clinica e diagnéstico destes pacientes.

Palavras-Chave: Biomarcadores. Diagnéstico. Mycobacterium tuberculosis. Soro.
Abstract

Biomarkers of tuberculosis: a literature review

Tuberculosis is a mycobacterial infection commonly caused by the etiologic agent Mycobacterium tuberculosis and likewise
by other bacteria of the genus Mycobacterium. Although well documented, more than a century dfter its discovery it is
acknowledged as the deadliest infectious disease in the world. It also configures an important socioeconomic struggle,
especially dffecting the poorest sections of the society and severely compromising their productive capacities. The standard
diagnostic methods for the disease are smear microscopy and culture with recently adopted rapid molecular tests, all of them
with important limitations such as the incapacity to discriminate between cases of active and latent tuberculosis, variable
sensitivity, and inability to provide prognostics. The present literature review attempted to elucidate the current advances
in the biomarkers of the infection in the last 5 years applying the ELISA method. Evidence presented by the studies and the
diagnostic performances reached in each context were verified and correlated. An evident heterogeneity in the immunological
responses between populations and individuals was observed, likely as a result of the genetic variability of the pathogen that
has intercontinental and regional lineages as well as particular differences in the expressions of some biomarkers, either by

Machado e Ermes | Rev. Elet. Cient. da UERGS (2019) v. 5, n.1, p. 27-46

27



genetic variables or even other underlying diseases; homology of the antigens investigated with other species of bacteria was
also problematic. It is clear that particular genetic issues of populations and the infectious agent itself need to be better
examined in these studies in order to achieve a sufficiently sensitive and specific serological profile for screening and diagnosis
of those patients.

Keywords: Biomarkers. Diagnosis. Mycobacterium tuberculosis. Serum.
Introducao

Com registros em diferentes épocas, civilizagdes e contextos, a tuberculose (TB) esta presente ha milha-
res de anos como um obstaculo constante na histéria humana. Peste branca, tisica, mal do rei, escréfula, suas
alcunhas sdao numerosas e peculiares, tal como as formas de tratamento anteriores a era dos antibidticos,
produtos de centenas de anos de tentativas (RIVA, 2014).

A principio, no periodo helenistico, médicos romanos sugeriam que os pacientes fizessem uma dieta
com grande consumo de leite, descansassem e se nutrissem melhor, fizessem uma “troca de ares”. Na Idade
Média e Renascenca ocorreu a popularizagido do “toque do rei”, que consistia de um ritual em que o rei toca-
va o doente e a0 monarca era atribuida a cura, legitimando o direito divino em governar vigente no contexto
desta época (DANIEL, 2006).

No que compreende o século XVIII e inicio do XIX nao houve grandes avancos, apenas o emprego de
novos compostos quimicos e até mesmo de métodos invasivos e desagradaveis, como sanguessugas. Porém, os
sanatorios, criados neste mesmo periodo, obtiveram consideravel sucesso utilizando a abordagem dos médicos
romanos: descanso, boa nutricao e consumo de leite (MURRAY; SCHRAUFNAGEL; HOPEWELL, 2015).

A etiologia da doenca sé veio a ser esclarecida na segunda metade do século XIX, em 1882, pelo mé-
dico alemao Robert Koch, que trouxe o Mycobacterium tuberculosis (Mtb) ao conhecimento da comunidade
cientifica (DANIEL, 2006). Nos anos seguintes, com o advento da Imunologia, a tuberculina foi desenvolvida,
bem como a vacina Bacilo Calmette-Guérin (BCG), todavia a tuberculina apresentava limitacdes, enquanto a
BCG nao se mostrou efetiva para a TB pulmonar em adultos (FOGEL, 2015).

Findando a segunda guerra mundial e décadas posteriores, a industria farmacéutica em parceria com outras
entidades cientificas lancou farmacos eficientes contra a doenca utilizados até o presente, como a isoniazida e a
rifampicina, dando novas perspectivas a pacientes e profissionais (ISEMAN, 2002). Contudo, a TB ainda viria a
ser uma questao com a epidemia do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) no inicio da década de 90, sendo
declarada em 93 pela Organizacao Mundial da Satde (OMS) como uma “emergéncia global” (OMS, 1994).

Tal qual, hoje, a TB configura problema de salide publica no Brasil e no mundo, é uma das dez causas
principais de morte e lider enquanto um Unico agente infeccioso — supera o HIV e o Plasmodium da Malaria.
Segundo levantamento da OMS compreendendo o ano de 2017, é estimado que |10 milhdes de pessoas tenham
desenvolvido a doenga, com |.3 milhdes de mortes por TB entre pessoas com sorologia negativa para o HIV
e 300 mil mortes de pessoas HIV/TB (coinfeccdo por Mycobacterium tuberculosis e Virus da Imunodeficiéncia
Humana), sendo a causa lider de morte entre esses individuos. Julga-se ainda |.7 bilhdes de pessoas, 23% da
populacao humana, como potenciais portadoras da Infeccdo Tuberculosa Latente (LTBI) (OMS, 2018).

A tuberculose droga resistente (TB-DR) também segue como uma questao no controle e combate a
doenca, com 558 mil casos registrados resistentes a rifampicina — a droga mais eficiente de primeira linha —,
aproximadamente 82% desse total identificados como tuberculose multidroga resistente (TB-MDR). Estima-
dos ainda entre os casos de TB-MDR 8.5% como tuberculose extensivamente droga resistente (TB-XDR),
um dado ainda mais preocupante (OMS, 2018).

No Brasil as informacoes de que se tém conhecimento desenham conjuntura semelhante a global. De
acordo com dados do Ministério da Satde, em 2017 no pais foram registrados 69.569 novos casos de TB e
13.347 casos de retratamento — com Porto Alegre integrando o primeiro lugar em proporcoes de retrata-
mento, uma informagao bastante verossimil com a realidade de outros dados que também colocam a cidade
como uma das lideres em abandono do mesmo (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 201 8).

A TB transcende o campo da satide publica, extrapolando como um problema socioeconémico consterna-
dor, pois se desenvolve mais facilmente na pobreza, assim como a gera; pessoas pobres tém cinco vezes mais
chances de contrai-la. Entre as doencas comunicaveis, é que a mais mata no grupo de 15 a 49 anos, quando
humanos sdo mais produtivos; soma o terceiro maior nimero de DALYs (Disability Adjusted Life Years - Anos de
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vida perdidos ajustados por incapacidade), ultrapassada pela Malaria e o HIV, respectivamente. Cabe também
notar que se agrava em circunstancias de ma nutricao, tabagismo, uso de alcool e diabetes (OMS, 2018).

Ainda que nestes mais de 100 anos o teste de baciloscopia tenha sido um método valioso para o diagnds-
tico da TB, sua sensibilidade oscilante é preocupante — e por vezes o teste é inviavel em razao da natureza da
amostra necessaria: o escarro. A cultura, alternativa mais sensivel, igualmente apresenta restricoes, a come-
car pelas semanas (meses) que seguirdo até a obtencao de um resultado conclusivo (CHADHA et al., 2018;
PARSONS et al., 201 I). Os métodos moleculares também possuem limitacdes importantes, a despeito de
detectarem resisténcia a antibiéticos especificos, ndo diferenciam bacilos vivos de mortos, assim nao sendo
Uteis para indicar a gravidade do curso da doenca (OMS, 2018).

No presente, o Unico teste rapido endossado pela OMS para TB ativa é o Xpert® MTB/RIF assay (Ce-
pheid, USA), uma opcao significativamente mais satisfatéria e precisa que a baciloscopia, testando simulta-
neamente a presenca de Mtb e a resisténcia para rifampicina, porém n3o utilizado de forma ampla devido seu
alto custo (HSIANG et al., 2016; PURI et al., 2016). Para LTBI é aprovado o teste da tuberculina e o Interferon
Gamma Release Assay (IGRA), contudo nenhum é considerado padrao ouro para o diagndstico desse subqua-
dro da TB e possuem muitos contrapontos; cabe ainda notar que a tuberculina é um teste significativamente
mais barato e simples (SHARMA et al., 2017).

Apesar da facilidade na obtencao de amostra quando comparado ao escarro da baciloscopia, em virtude
dos seus resultados inconsistentes (STEINGART et al., 201 |) a pesquisa de biomarcadores pelos testes soro-
l6gicos nao sao recomendados pela OMS para o diagnéstico da Tuberculose Pulmonar Ativa (PTB). Porém,
é extremamente importante que estudos nesse campo sigam, ndo sé em vistas de um futuro teste sorolégi-
co efetivo, mas também subprodutos importantes da pesquisa como o melhor entendimento das relagdes
Mtb-hospedeiro e os feedbacks imunolégicos em populagées humanas sob diferentes quadros patolégicos e
outras condi¢des particulares.

Biomarcadores sao objetos mensurados e avaliados como indicadores de processos fisioldgicos, patogé-
nicos ou de resposta a uma intervencao terapéutica. Sao Uteis pela sua versatilidade na clinica, sendo utilizados
como um instrumento diagnéstico, informativos do estagio de determinada patologia, ferramentas de prog-
néstico ou ainda para monitoramento de resposta a uma intervengao (ATKINSON et al., 2001). Um exemplo
do que é utilizado atualmente no campo da TB seria a pesquisa do IFN-y pelo IGRA; a presenca e quantidade
ou auséncia do Bacilo de Koch na baciloscopia. Em ambos os casos um biomarcador distinto e com caracteris-
ticas particulares estaria sendo investigado e avaliado para interpretacao do quadro do paciente.

O Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) é um teste diagnéstico fundamentado nas ligaces nao
covalentes antigeno-anticorpo em microplacas desenvolvidas para suporte da reagio, havendo a atividade de
uma enzima que, em caso da presenca da biomolécula complementar, geraria um sinal interpretado como cor
— com pequenas variacoes neste processo a depender do protocolo desenvolvido, mas que nao alteram seu
principio. Conhecido por sua alta especificidade e sensibilidade o ELISA pode ser adequado a rotinas automa-
tizadas; adaptavel a diferentes protocolos; seu uso é amplo nas areas de diagnéstico e pesquisa; apresenta boa
reprodutibilidade; custo-efetivo e nao exige a infraestrutura complexa necessaria a realizagao da baciloscopia
e cultura para TB (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2008; HOSSEINI et al., 2018). Embasado por
tais caracteristicas flexiveis, histérico proeminente na area da medicina laboratorial e a capacidade robusta para
grandes rotinas, foi a metodologia escolhida para que seu papel na busca de biomarcadores da TB seja avaliado.

Isto posto, o presente trabalho objetiva verificar estudos recentes que empregaram o método ELISA na
pesquisa de biomarcadores da TB utilizando o soro desses pacientes. Igualmente ponderar sobre estas molécu-
las e seu papel no curso da doenca conforme os diferentes contextos relatados pelas pesquisas aqui revisadas.

Materiais e Métodos

Trata-se de um estudo qualitativo de revisiao narrativa da literatura realizado na base de dados eletro-
nica PubMed. Buscou-se pelas palavras chave: Biomarkers; Diagnosis; Mycobacterium tuberculosis; Serum.
Foram selecionados artigos que constassem os termos pesquisados no seu titulo ou préprias palavras
chave; escritos em inglés; com assunto principal limitado a Tuberculose Pulmonar em suas diferentes
condicdes (ativa, latente, associada ao HIV, droga resistente e em tratamento) e que utilizassem o método
ELISA na exploracao ou validacao de biomarcadores sorolégicos para o diagnéstico e/ou acompanhamento
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da doenca. O tipo de estudo selecionado (caso controle, ensaio clinico, estudo de coorte, etc.), bem como
o aspecto clinico (diagnéstico, predicao, terapia, etc.) explorado pelo mesmo, seguiu critério abrangente,
a fim de contribuir com a confiabilidade dos resultados deste trabalho revisando uma gama consideravel
de pesquisas acerca do tema.

Nao foram aceitos artigos disponiveis em outras linguas que nao o inglés; estudos realizados exclusiva-
mente com animais; artigos que possuiam como tema principal outra modalidade de TB que nao a pulmonar,
seja por nao a citarem no material ou por ser tratada em segundo plano; analises feitas com amostras que
nao exclusivamente o soro; pesquisas realizadas com outros métodos sorolégicos que nao ELISA em seus
protocolos convencionais (direto, indireto, sanduiche, competitivo).

Posteriormente, foi efetuada leitura integral dos trabalhos que contemplaram as especificacées
detalhadas acima. Observando sua metodologia (pais, populagao, métodos laboratoriais empregados),
resultados (padrées de cada biomarcador em cada dmbito descrito) e discussiao (o que os dados obti-
dos refletem na concepciao dos autores) para analise dos mesmos. Realizando correlagdo entre esses
artigos e experiéncias prévias da literatura quando cabivel, sendo estas empreendidas em contexto da
tuberculose ou ndo. A analise deste trabalho foi realizada através de compilacdo das informacées em
Word® e tratamento em Excel® na versdo do Office® 2016, dispensando testes estatisticos para ana-
lise de significancia.

Resultados e Discussao
Caracterizacao da amostra

A partir dos pardmetros tracados na metodologia chegou-se a um nimero final de 22 artigos dos Gltimos
5 anos (Figura |). Foram revisados estudos de | | paises diferentes (Figura 2) abrangendo 4 continentes, com
maior nimero de trabalhos na China. O montante de trabalhos chinés se encontra dentro do esperado, pois
dados figuram o pais em trés listas preocupantes: alta carga de TB, alta carga de associacao TB/HIV (Coinfec-
cao por Mtb e HIV) e alta carga de TB-MDR (OMS, 2018).
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Biomarcadores para diagnostico da doenca

Em uma pesquisa chinesa, a partir de analises protedmicas um perfil de reatividade dos anticorpos (Ac)
Imunoglobulina G (IgG) e Imunoglobulina M (IgM) para milhares de antigenos (Ag) do Mtb foi gerado. Com
base neste perfil os Ag Rv2026¢c e Rv242[c (ambos p< 0.0001 nos ensaios proteémicos para os dois Ac)
foram selecionados para validagao na metodologia ELISA, chegando a uma sensibilidade de 82.5% e espe-
cificidade em 88.129% num modelo que combina os biomarcadores IgG anti Rv2026c e Rv2421c, IgM anti
Rv242|c — visto que individualmente suas sensibilidades eram bastante deficientes. Nao foram encontradas
diferencas estatisticamente significantes entre as metodologias aplicadas (CHEN et al., 2018b).

A resposta humoral se mostrou distinta entre os sexos, com mulheres apresentando uma reativida-
de maior que os homens, achado que os autores sugerem estar relacionado as maiores taxas de TB nos
ultimos (OMS, 2018), conferindo as mulheres uma maior protecao a infeccao. Dados conflitantes foram
encontrados no que tange a reatividade dos Ac e sua relacido com a gravidade da doencga, contrariando
pesquisas anteriores (KUNNATH-VELAYUDHAN et al., 2010; NIKI et al., 2015) que reportavam corres-
pondéncia entre as variaveis.

Apenas os niveis de IgG contra o Ag Rv2026¢ apresentaram associacdo com a carga bacilar. Nenhuma
ligacao significativa foi encontrada entre a reatividade dos Ac e lesbes cavitarias da TB (CHEN et al., 2018b).

Mesmo com resultados consideraveis para os biomarcadores apresentados, o estudo possui limitagoes
no numero e diversidade de sua amostra (120 individuos chineses TB ativa), ndo sendo o ideal para validar
anticorpos — biomarcadores que refletem respostas tdo heterogéneas. Seus critérios de exclusio também
sao discutiveis, pois descartam pacientes importantes na epidemiologia da TB, como por exemplo, incluindo,
mas nao limitado a individuos HIV/TB, uma populacdo extremamente importante em nimeros de incidéncia
e prevaléncia (OMS, 2018).

Cao et al. (2018) igualmente triando antigenos por andlises proteémicas, pesquisou a reatividade do anti-
corpo IgG a proteinas especificas do Mtb em soro de pacientes, encontrando, entre outros cinco, os mesmos
dois biomarcadores citados por Chen et al. (2018b). Os resultados obtidos pela protedmica também foram
validados com o ELISA, entretanto a performance dos analitos individualmente permaneceu similar, obtendo
uma substancial melhora com sua combinagao apresentando sensibilidade e especificidade acima de 90%.

Os resultados desses trabalhos precisam ser melhor averiguados, pois ambos realizaram seus estudos
em populacdes chinesas, um cenario endémico para a TB. Assim como o emprego destes biomarcadores em
uma amostra maior e presentes individuos HIV/TB e outras comorbidades relevantes.

Zhang et al. (2014) avaliou as respostas de IgG para os antigenos Alvo antigénico secretado primariamente
de 6 kDa (ESAT-6), Filtrado proteico de cultura de 10 kDa (CFP-10), Ag85B (ou MPT59 em alguns trabalhos),
Hspl6.3 (também referido como proteina de 16 kDa) e a proteina de fusdo Ag85B-Hsp16.3 em pacientes
diagnosticados com PTB e LTBI. O propésito na escolha destes antigenos se fundamenta na sua expressao em
diferentes estagios do Mtb, sendo o Hsp /6.3 um antigeno de laténcia e o restante expressos em fase ativa.

Ag85B-Hsp16.3/ESAT-6 foram, em associacdo, os antigenos mais precisos na sorologia de pacientes
PTB, enquanto Hsp16.3/ESAT6 os mais adequados em individuos LTBIl. Ambos estes perfis sorolégicos com
sensibilidades variando entre 83% e 93% e especificidades acima de 90% (ZHANG et al., 2014).

Estas performances foram testadas novamente em rotina, realizando triagem sorolégica em 60 doado-
res de sangue, atestando reagente para 25 deles, sendo 6 destes pacientes PTB e |5 LTBI diagnosticados
posteriormente pelo IGRA. Esses resultados sem dlvida trazem respaldo para o modelo pesquisado e seu
potencial para triar pacientes em aleatoriedade, especialmente se tratando de doacdes de sangue, onde a
sorologia precisa ser, acima de tudo, sensivel.

A pesquisa de anticorpos se mostrou pouco interessante também nos esforcos de Ren et al. (2018).
Na pesquisa da resposta humoral aos antigenos Rv0222c e Rv3403c descreveu dindmicas similares as citadas
anteriormente em pacientes humanos (sensibilidade e especificidade no intervalo de 70% a 80% individual-
mente, melhorando com a uniao dos analitos, porém com progresso pouco expressivo).

A resposta mediada por IgG tende a receber maior atencao em grande parte dos estudos, contudo o
feedback de outros isétipos também é descrito como Uutil para diagnéstico sorolégico em outras experién-
cias. Um trabalho sul-africano analisou a Imunoglobulina A (IgA) e IgM contra 10 Ag distintos do Mtb. Sendo
estes: Lipoarabinomanana (LAM), 7 Ag micobacterianos proteicos (ESAT-6, Tiol peroxidase (Tpx), Proteina
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de ligacdo a fosfato | (PstS1), Alanina Desidrogenase (AlaDH), MPT64, proteinas de |16 kDa (também referi-
do naliteratura como Hsp16.3) e 19 kDa (p19)) e 2 combinacoes de Ag (TUB (PstS1, 16 kDa, APA), TB-LTBI
(Tpx, L16)) (AWONIYI et al., 2017).

As duas performances individuais mais eficientes na distincao de casos de TB e outras doencas respiraté-
rias (ORD) foram dos biomarcadores anti- 16 kDa IgA e anti-MPT64 IgA. Esses Ag consistem de subterfligios
para sobrevivéncia do Mtb em periodos de quiescéncia e é possivel pressupor que trabalhem de uma forma
quase sinérgica permitindo a sobrevivéncia do patégeno dentro de macréfagos, — este achado em linhagem
celular monocitica animal — enquanto inibem sua apoptose (WANG et al., 2014; YUAN et al., 1998; YUAN;
CRANE; BARRY, 1996).

Ambos exprimiram sensibilidades e especificidades =90%, o que em si os qualifica para triagem clinica da
TB, ainda que o tempo consumido na preparacao de um ELISA nao seja ideal para triagem (OMS, 2014). Contu-
do, como foi reconhecido pelos autores, a pesquisa trata-se de um simples estudo piloto que necessita de futura
validacao mais cuidadosa. Nao apenas seu nimero amostral é restrito, mas igualmente a populacao em andlise.

Houve também capacidade de discriminagao entre pacientes TB e LTBI por parte dos mesmos analitos
supracitados, o que destaca suas capacidades diagnésticas. Nao obstante, em perfis soroldgicos utilizando
multiplos biomarcadores a acuracia para distingao tanto no contexto TB vs. ORD como TB vs. LTBI foi sig-
nificativamente melhorada, alcancando valores préximos a 100%. Todavia, volta-se ao ponto das limitagoes
inerentes ao delineamento do trabalho, carecendo estudos de maior proporcdo para fundamentar (ou nao)
seus dados (AWONIYl et al., 2017).

Ainda assim, com os resultados obtidos torna-se perceptivel a importancia da avaliacio de outros isé-
tipos de imunoglobulinas (Ig). Em particular a IgA, que foi classificada pelos autores como bastante precisa,
conferindo com ensaios anteriores empregando o ELISA em soro de individuos adultos (BAUMANN et al.,
2014; LEGESSE et al., 2013).

A despeito do que foi referido por Awoniyi et al. (2017), Takenami et al. (2016) reportou resultados par-
cialmente divergentes no que corresponde ao valor diagndstico da IgA, porém relativo a outro Ag, a proteina
Mammalian cell entry |A (McelA). Descrita como um mecanismo virulento importante envolvido na invasao
e manutencao da infeccdo em macroéfagos, esta proteina é regulada pelo gene Rv0169/mcel A, o qual, quan-
do com o operon desregulado, promove organizacdes aberrantes do granuloma e uma série de modulagées
nas células imunes que comprometem suas capacidades de resposta (SHIMONO et al., 2003; SRIVASTAVA
et al., 2007; UCHIDA et al., 2007).

Similar ao trabalho anterior, este estudo brasileiro mensurou a resposta humoral utilizando os mesmos
trés isétipos de Ig (IgA, IgG, IgM), evidenciando qualidades de resposta claramente distintas entre pacientes
TB n3o tratados e controles para todos esses isétipos previamente mencionados (p< 0.0001). Nao obstante,
houve significancia estatistica da IgG quando pareada com pacientes que apresentaram lesdes cavitarias no
raio X de térax (p= 0.046), associacdo ausente nos outros isétipos. A IgG também foi a mais eficiente na
identificacao de pacientes TB, com sensibilidade de 79.5% e especificidade de 84.4%, inclusive abrangendo
o diagnéstico de 10 individuos negativos em baciloscopia.

Outra discrepancia, nao apenas para com o estudo de Awoniyi et al. (2018) como diversos outros revi-
sados no presente trabalho, é do insucesso na combinacido de biomarcadores, a fim de agregar maior valor
diagnéstico ao modelo. Infelizmente a unido dos testes das Ig nao acrescentou aos testes considerados po-
sitivos (TAKENAMI et al., 2016).

Apesar das numerosas discordancias, o relato deste trabalho brasileiro nao desvalida de forma alguma
as evidéncias expostas por Awoniyi et al. (2017). Pelo contrario, acaba por expor a inquestionavel forma
heterogénea com que individuos e populacdes reagem ao patégeno, o qual também possui mecanismos
complexos e variados para a administracao da sua replicagao e transmissao. Ademais, os estudos partilham
de escopos similares com relagao a sua amostra e tempo de monitoramento dos pacientes, tao logo sofrendo
limitacoes semelhantes.

Prosseguindo com outro estudo brasileiro a respeito da pesquisa de Ig como biomarcador, Mattos et al.
(2016) pesquisou as respostas da Imunoglobulina G subclasse | (IgGl) frente a Ag fase dependentes do Mtb
em trés momentos: antes, durante e depois do tratamento anti TB. Ag de fase ativa de crescimento (Proteina
de fusao ESAT-6-CPF-10, Rv0717 e Rv3353), Ag de laténcia (proteinas reguladas pelo protocolo genético de
Regulacao de sobrevivéncia em Dorméncia (DosR): Rv1733, Rvl 737, Rv2628 e Rv2029) e fatores promoto-
res de reanimacao (Rpf) (Rv0867 e Rv2389), foram os analitos monitorados nos trés grupos do estudo.
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Rv0717, Rv3353, Rvl733, Rv2628, Rv2029 e Rv0867 apresentaram especificidades e sensibilidades su-
periores a 80%, sendo todos estes igualmente ou mais especificos que o biomarcador ESAT-6-CPF-10, este
na condicao de controle positivo das andlises em virtude da sua imunodominancia ja conhecida. Destaca-se
a performance individual do analito Rv1733, uma potencial proteina transmembrana, bastante imunogénica
em populacoes africanas (BLACK et al., 2009; SUTHERLAND et al., 2013) e ja utilizada para predigao de
pacientes LTBI com eficiéncia (SERRA-VIDAL et al., 2014).

O Ag Rv1733 exibiu 88.2% em sensibilidade e 95.7% em especificidade em uma populacao considera-
da portadora de infeccio ativa do Mtb, o Unico a se mostrar integralmente superior a ESAT-6-CPF-10. Esse
comportamento é discordante com a maioria das pesquisas em que é citado aparecendo como um antigeno
bastante responsivo em pacientes LTBI (BLACK et al., 2009; SERRA-VIDAL et al., 2014; SUTHERLAND
et al., 2013). Mesmo assim ha registro de performance semelhante (KASSA et al., 2012), é notavel que
também seja em uma coorte bastante restrita, assim como a do estudo, sendo razoavel apontar que suas
evidéncias precisem ser melhor corroboradas em um estudo maior. Assim como logicamente também le-
vanta a questio das diferencas genéticas entre cepas e até mesmo entre as populacdes humanas observadas
nessas varias pesquisas.

Thuong et al. (2016), investigaram niveis séricos da Granulisina (GNL) — um dos granulos citotéxicos
secretados por subpopulagées de linfécitos no combate a patégenos intracelulares — em trabalhadores da
area da salde, atuantes de centros de atencdo especificos para TB no Vietna. A partir dos resultados dos
IGRA os grupos foram dicotomizados em positivos e negativos, com as concentracdes da GNL diferindo
significativamente entre eles.

Considerando os trabalhadores positivos para IGRA como LTBI, os autores observam a correlagio ne-
gativa entre o IFN-y e a GNL nesse estagio da infeccao (THUONG et al., 2016). Os mecanismos para essa
apresentacao da molécula sdo bastante vagos, mas os autores propdéem a hipétese de que o sequestro e
acimulo de células produtoras da GNL ao redor de granulomas possa ser uma das explicagdes, bem como
o consumo da molécula pela imunidade efetora que estaria agindo no combate ao Mtb. Porém, ha registro
de baixa expressao da GNL no local da infeccao (ainda que em casos cronicos), isso se transfere até mesmo
a nivel de proteinas e transcricao, o que pode sugerir que ha falha na estabilidade desse biomarcador no
combate ao patégeno (ANDERSSON et al., 2007).

Cabe ressaltar que o artigo em questido efetuou andlise de trés genétipos (CC, CT, TT) do Single Nu-
cleotide Polymorphism (SNP) rs| 1127 da GNL, encontrando discrepancias no que se refere ao conferido
e a expressao de RNA mensageiro (mRNA), entretanto o genétipo nao foi associado com o status positivo
para o IGRA, apenas niveis circulantes de GNL foram negativamente associados ao IGRA. Por conseguinte,
induzindo ao entendimento de que a reducao deste biomarcador seja uma consequéncia inicial de um quadro
infeccioso incipiente (LTBI) e que tende a persistir — dado que pacientes TB ativa inicial e relapsa também
apresentam niveis séricos diminuidos (PITABUT et al., 201 |) e apds a terapia concentracées comparaveis a
controle (SAHIRATMADJA et al., 2007).

Pesquisadores italianos também estudaram o potencial diagndstico de outra molécula citotéxica: a Gran-
zima A (GUGGINO et al., 2015). Por se tratar de um estudo piloto, a amostra do artigo é bastante pequena
e seus grupos bastante restritos, mas nos pacientes controle e considerados afligidos por infeccao pulmonar
pneumocdcica as concentracdes do analito se mostraram nulas. Enquanto isso, os niveis da Granzima A fo-
ram significativamente menores em pacientes PTB comparados aos LTBI, assim como o descrito na GNL por
Thoung et al. (2016), contudo aqui nao foram encontradas correlagdes entre as concentracoes de IFN-[] e
a molécula citotéxica em estudo.

No artigo sao relatadas sensibilidade de 29.4% e especificidade de 94.7% na discriminacao entre casos
TB e LTBI. Sua alta especificidade é um ponto forte importante, mas a sensibilidade do teste é extremamente
baixa para qualquer aplicabilidade clinica (OMS, 2014).

Logicamente esses resultados necessitam de uma validacao maior, nao apenas pelo tamanho da amostra,
como também a inclusao de individuos HIV/TB, tendo em vista maior controle sobre a infeccao e potenciais
interferéncias nos niveis de moléculas citotéxicas dos linfécitos (PITABUT et al., 2013). Considerando-se tudo
isso é razoavel afirmar que as flutuagoes das moléculas citotéxicas em quadros tanto LTBI como PTB precisem
ser melhor estudadas, do mesmo modo que os genétipos associados a diferentes expressdes dessas proteinas.

No México, pesquisadores dosaram os biomarcadores do hospedeiro Monoquina Induzida por IFN-y
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(CXCL9/MIG), Receptor do Ativador de Plasminogénio tipo uroquinase soltivel (suPAR) e sCD |4; também
mensurando a resposta de Ac aos peptideos imunodominantes de Ag especificos do Mtb: P12033, P12034,
P12037 (peptideos do Alvo antigénico secretado primariamente de 6 kDa (ESAT-6)) e P29878 (peptideo do
Ag Ag85A) (LOPEZ-RAMOS et al., 2018).

Com excecdo a suPAR, todos os marcadores se mostraram significativos entre o grupo PTB e os dois
restantes (individuos controle e considerados TB latente). Devido este resultado, maiores analises para dis-
criminacdo e capacidade diagnéstica individuais de cada analito foram realizadas, apontando o biomarcador
sCD 14 e o peptideo P12037 como os mais eficientes num modelo diagnéstico seriado. Em combinagao as
duas moléculas apresentam 92% em sensibilidade e 91% de especificidade, valores quais os autores argu-
mentam nao serem atingidos em testes convencionais da TB, especialmente em um teste tao barato como o
ELISA e em modelo seriado (LOPEZ-RAMOS et al., 2018).

Mesmo com nUmeros tdo promissores, os resultados do trabalho precisam ser melhor explorados em
uma amostra numericamente maior e geograficamente mais diversa, visto que a Unica populacdo avaliada no
estudo foi a mexicana. Sendo uma analise restrita, isso pode acarretar em discrepancias devido diferentes
expressoes dos biomarcadores dado a genética populacional e inclusive aos genétipos distintos do préprio
patégeno, extensamente diversos (COSCOLLA; GAGNEUX;, 2014).

Luo et al. (2017) também investigaram a resposta a peptideos imunodominantes, especificamente dos
Ag Rv0310c e Rv1255¢, num estudo envolvendo pacientes positivos e negativos para baciloscopia. Outros
trés Ag: ESAT-6, CFP-10 e Rv3425 foram utilizados como controles positivos, por se tratarem de proteinas ja
bastante utilizadas na sorologia da TB. Os titulos de IgG foram comparados entre os grupos, mostrando di-
ferencas significantes entre todos os Ag e os grupos de pacientes TB e controles, porém nenhuma relevancia
entre os grupos positivo e negativo para baciloscopia.

Individualmente Rv/255¢ se mostrou mais eficiente para o grupo baciloscopia negativa, com sensibilida-
de de 73.84% e especificidade em 82.89%. Em contrapartida, no grupo positivo, os Ag Rv031/0c e Rv3425
evidenciaram maior valor diagndstico em conjunto, atingindo sensibilidade de 87.3% e especificidade de
73.68% (LUO et al., 2017). Ambos os perfis, entretanto, ndo cumprem os padroes clinicos minimos para
diagndstico ou triagem convencionados (OMS, 2014).

Demais trabalhos também realizaram suas analises de biomarcadores antigénicos na pesquisa de pepti-
deos imunodominantes. A escolha parte do principio da melhoria da sensibilidade — sendo uma abordagem
bastante eficiente nesse sentido — e de que algumas sequéncias de aminoéacidos parecem ocultar epitopos
importantes (AFZAL et al.,, 2015; FENG et al., 2013).

Outra pesquisa chinesa, realizada por Chen, et al. (2016), também procurou esclarecer os papéis de
quimiocinas e proteinas especificas no curso da TB. O ELISA foi aplicado na qualidade de validacdo para
outra metodologia multiplexada de uso exclusivo em pesquisa. As quimiocinas Interleucina 8 (IL-8/CXCLS),
MIG, 1309 (também referida na literatura como CCLI), Eotaxina 2 (CCL24) e a proteina Molécula de Ade-
sao Intercelular-1 (ICAM-I) tiveram suas capacidades diagnésticas avaliadas em trés situacoes: PTB, LTBI e
durante o tratamento — contudo este acompanhamento seriado nao foi validado pelo ELISA, nao cabendo
observagoes.

IL-8, MIG, e I-309 manifestaram expressao exacerbada em pacientes PTB em comparacdo com contro-
les (p< 0.05). A MIG destacou-se por também se mostrar relevante em pacientes com ORD utilizados na
pesquisa como segundo controle — este grupo incluia pacientes com pneumonia crénica e cancer de pulmao
— de qualquer forma a jungio dos biomarcadores ndo se mostrou satisfatéria e nenhum deles foi suficiente-
mente especifico, o que é compreensivel pelas suas condi¢bes de quimiocinas pouco caracteristicas no curso
de processos infecciosos.

A CCL24, ICAM-1 e MIG exibiram significancia em pacientes considerados LTBI contrapostos aos con-
troles (p< 0.01), conquanto, ainda que biomarcadores sensiveis, ndo justificam sua escolha para modelo
diagnéstico visto especificidade baixa. Cabe reparar a presenca da CCL24 como um analito expressivo em
quadros tuberculosos, posto que age sobre eosindfilos, baséfilos (MENZIES-GOW et al., 2002) e a subpo-
pulagao de linfécitos Th2 (SALLUSTO; MACKAY; LANZAVECCHIA, 1997), nao exercendo funcdo bem
estabelecida em monécitos, o principal tipo celular envolvido na defesa contra o Mtb.

Um ponto nao explorado pelos autores e que pode propor um fundamento para a acentuagao da CCL24
é o desequilibrio mencionado pelos préprios na Relacao de células T helper tipo | e T helper tipo 2 (Thl/
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Th2) em favor da Th2 nos pacientes TB (CHEN et al., 2016). Isso ja foi descrito anteriormente na literatura
como um quadro associado a PTB e até mesmo prejudicial a capacidades dos fagécitos (ASHENAFI et al.,
2014; HARRIS et al., 2007; LIU et al., 2018). Parece entao haver uma interagao importante entre as células
Th2 e a CCL24 que merece maior atencdo em futuros estudos voltados a patogénese e curso da TB.

O biomarcador Micotiol acetiltransferase (Rv08/9) foi alvo de pesquisa no trabalho conduzido por
Zeitoun et al. (2017) em um hospital no Egito, a amostra foi composta por 68 pacientes recentemente
confirmados com TB. As mensuragdes foram feitas com ELISA competitivo e Dot blot (qualitativo), sen-
do este artigo em especial o Unico nesta revisdo a mostrar diferencas expressivas entre o ELISA e o outro
método empregado.

O ensaio Dot blot atingiu 100% de especificidade, enquanto o ELISA apenas 88.57%. As sensibili-
dades de ambos os testes foram baixas, mas ainda assim o Dot blot atingiu um valor maior de 64.7% em
comparacio ao ELISA, em moderados 54.4%. Combinando os resultados das metodologias uma sensi-
bilidade de 89.7% era alcancada — solugao eficiente, no entanto potencialmente custosa em uma rotina
(ZEITOUN et al., 2017).

Outro contraste bastante chamativo foi no tocante ao soro de pacientes HIV/TB, pois dos 5 presentes
no estudo, em absoluto, nenhum se mostrou reagente para o analito no ELISA competitivo, porém todos
foram considerados reagentes no ensaio Dot blot. Lamentavelmente este resultado é negligenciado pelos
autores durante sua discussdo, nao sendo propostas quaisquer hipéteses que possam elucida-lo (ZEI-
TOUN et al., 2017).

Indiferente as discrepéancias metodoldgicas, como é citado pelos autores, o Rv0819 é um Ag comum a
outras Mycobacterium e Actinobacteria, pois consiste de uma enzima fundamental na produgao do micotiol,
uma molécula importante nas reagdes de oxidacdo nesses microrganismos (FAHEY, 2001). Isto posto, em
analise bioinformatica foi identificada homologia consideravel desta molécula entre os actinomicetos mais
préximos do género Mycobacterium. Portanto, a partir disso os autores cogitam a hipétese de reagao cruza-
da, uma casualidade importante em testes sorolégicos, especialmente competitivos (PARK; KRICKA, 201 3)
— como € o caso do realizado no estudo — e também com histérico em outros Ag do Mtb (MAY et al., 2009).
Todavia, € uma possibilidade que necessita de maior investigacao em pacientes infectados por outros actino-
micetos de interesse, um grupo amostral ausente nos ensaios (ZEITOUN et al., 2017).

No que diz respeito especificamente a pacientes HIV/TB, apenas 2 dos 22 artigos revisados neste trabalho
abordam o tema com total atencao. Um destes seria uma iniciativa chinesa, realizada por Chen et al. (2018a),
que trata de métodos protedmicos na pesquisa de um biomarcador sorolégico para esses sujeitos TB/HIV.

Comparando o soro de pacientes HIV+ e HIV/TB, os pesquisadores identificaram proteinas muito e
pouco expressas nesses individuos a fim de avaliar a resposta do hospedeiro nesses dois cenarios (CHEN et
al., 2018a). A molécula mais expressa nos casos de coinfeccao — 4.9x aumentada pelo método proteémico,
em comparacao a | 1.5x no ELISA — foi a endoglina (ENG) (p< 0.005), uma proteina receptora transmem-
brana, coreceptor da citocina Fator de Transformacio do Crescimento [] (TGF-[]), que tem papel na fibrose,
regulando proliferagao, migracao e diferenciagio (GOUMANS; LIU; TEN DIJKE, 2009).

Os autores sugerem que essa hiperexpressao possa estar associada a patogénese da TB, mais espe-
cificamente a manutencao dos granulomas, que algumas pesquisas mostram se tornarem veiculos para a
disseminacao do Mtb como consequéncia de nova vasculatura deficiente formada pela angiogénese des-
regulada (OEHLERS et al., 2015; POLENA et al., 2016). Ainda que estes estudos nao abordem a ENG — e
sim o Fator de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF) —, a hip6tese adotada pelos pesquisadores é
coerente, e com uma futura analise mais criteriosa da manutencao bioquimica-estrutural dos granulomas
pode vir a se mostrar correta.

Cabe notar também que ha resultados iniciais com tratamento anti VEGF em modelos animais com
TB, melhorando a eficacia da antibioticoterapia no microambiente vascular do granuloma por meio de uma
circulagao eficiente da molécula terapéutica em vasos funcionais (DATTA et al., 2015). O que respalda ainda
mais a questao dos efeitos de uma angiogénese irregular num quadro de TB.

O outro artigo direcionado a pacientes HIV/TB visto nessa revisao investigou as respostas de IgG para
os Ag MPT51, Malato Sintase (MS), echAl e a proteina de 38 kDa do Mtb nesses individuos, particularmente
os considerados negativos em baciloscopia, condicio de dificil diagnéstico. A pesquisa foi realizada na Africa
do Sul, com amostras locais e de pacientes estadunidenses para controle (SIEV et al., 2014).
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Como esperado, as respostas para esses Ag comparadas com as de outras populagdes em trabalhos
prévios foram heterogéneas, até mesmo entre populacdes dentro da Africa. Outro ponto importante foi a
confirmagao de experiéncias anteriores (GUPTA et al., 2013; SIEV et al., 2014) que afirmam que a carga de
CD4 nao tem correlagio clara com a resposta humoral nesses casos.

Os Ag de melhor performance nos grupos foram o MPT5/ e o echAl, tendo a MPT5/ um alto poder
discriminatério entre casos e controles. A performance combinada destas proteinas alcancou 88% de sensi-
bilidade em pacientes negativos para baciloscopia e cultura, e 100% em negativos para ambas — ao custo de
sua especificidade. Os autores argumentam que mesmo frente a uma especificidade inferior a 50% como a
que foi atingida, altos valores em sensibilidade sao clinicamente Uteis em determinados cenarios de recursos
limitados (SIEV et al., 2014).

Isto é, a partir de evidéncias suficientes que sustentem a resposta a estes Ag como um feedback sélido
do hospedeiro a existéncia de infeccao pela TB, ha oportunidade de evitarem-se tratamentos prolongados
desnecessarios. Igualmente, identificar casos em que a doenca ainda ndo se desenvolveu, abrindo a pers-
pectiva para intervengdes quimioterapicas prematuras. Apesar disso, como bem posto pelos autores, no
presente os biomarcadores estudados se encontram a nivel de informacao adicional como auxilio a métodos
diagnésticos comuns, como a baciloscopia e a cultura (SIEV et al., 2014).

Levanta-se também a possibilidade de que a resposta detectada em individuos controle sul africanos
HIV+ — porém, sem diagndstico de TB — para os Ag em pesquisa (especialmente a echAl) possa indicar uma
resposta soroldgica inicial a infeccao pelo Mtb. Isso é cogitado, em suma, por questdes epidemioldgicas da
regido aliadas aos resultados do ELISA, mas é uma afirmacao de dificil sustentacao sem um acompanhamento
posterior adequado desses pacientes (SIEV et al., 2014).

Xu et al. (2014) tracou biomarcadores bastante singulares para o diagnéstico da TB, uma vez que nao
pesquisou Ag, tampouco Ac, mas sim um perfil protedmico de resposta do hospedeiro frente a infeccio.
Posterior a identificagao e quantificacao das proteinas mais abundantes por metodologias proteémicas e ana-
lise bioinformatica, o estudo utilizou ELISA e Western blot para validacdo dos seus resultados.

Em ambos ensaios imunoldgicos empregados as dosagens dos analitos foram correspondentes com
as metodologias proteémicas. Comparados pacientes PTB e controles saudaveis, Proteina Ligante do Aci-
do Hialurénico 2 (HABP2) e CD5 antigen-like (CD5L) se exibiam notadamente aumentadas (p<0.0001,
p<0.0002, respectivamente); enquanto a Apolipoproteina Cll (APOCII) e a Proteina Ligante de Retinol 4
(RBP4) estavam consideravelmente diminuidas (ambas p<0.0001).

Isoladamente as moléculas apresentavam sensibilidades e especificidades bastante modestas, mas unin-
do-as em um modelo diagndstico sua bioassinatura oferece sensibilidade de 93.42% e especificidade de
92.86% - valores bastante promissores. Em contrapartida esse desempenho diagndstico repete as mesmas
brechas encontradas em outros diversos artigos nesta revisao, pois foi atingido em uma coorte pequena de
pacientes, sem grupos ORD para controle, auséncia de pacientes HIV, pediatricos e amostras geografica-
mente restritas — apenas individuos chineses.

O comportamento da proteina Clq do Sistema Complemento durante PTB e LTBI foi analisado em um
estudo com amostras intercontinentais de regiées endémicas e nao endémicas da TB, também envolvendo
pacientes com hanseniase, sarcoidose e pneumonia — visto que se trata de um biomarcador inflamatério
bastante generalista que requer maior validacdo. A partir de uma analise combinada envolvendo todos os
pacientes TB, grupos controle, LTBI e os pacientes tratados com sucesso o trabalho pode constatar que ha
um aumento significativo da Clq na PTB (p< 0.001) (LUBBERS et al., 2018).

A estabilidade da molécula também foi testada em individuos antes e apds a aplicacdo da vacina BCG,
nao indicando variacao expressiva, porém o grupo utilizado para esta analise foi tio significante quanto os ou-
tros no estudo: apenas |3 individuos. Nos pacientes comprometidos pelas outras patologias de base citadas
acima também nao foram verificadas diferencas significativas comparados a PTB (p< 0.001).

Houve uma queda ap6s 6 meses de tratamento (p<0.001) em pacientes monitorados da Gambia, ofe-
recendo evidéncia de que o aumento consideravel registrado esta relacionado com a fase ativa da doenca,
nao uma predisposicdo intrinseca do individuo. Nota-se que todos esses resultados acordam com relatos
anteriores da literatura que aplicaram o ELISA (CAl et al., 2014; CLIFF et al., 201 3). Contudo o desempenho
diagnéstico atingido nao foi satisfatério; ainda que muito especifica a Clq exibe sensibilidade muito baixa,
falha ja presente em métodos atuais para o diagnéstico da TB.
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Biomarcadores para monitoramento da terapia e cura

Um estudo sul coreano avaliando a resposta inicial ao tratamento da TB com base em dosagens do co-
meco e dois meses apds inicio da quimioterapia, analisou trés ligantes da proteina CXCR3, as quimiocinas:
CXCL9/MIG, Proteina Induzida por IFN-y 10 (CLCXI10/IP-10) e Quimioatrator IFN-induzido de Célula-T
(CXCLI I/I-TAC). Sendo relatado correlacdo entre estas e a resposta rapida ao tratamento dos pacientes
(p< 0.01), obtendo valores de especificidades >90% e sensibilidades de 64% a 83%. Estes valores foram
consideravelmente melhorados com combinages destas moléculas, atingindo 88% a 93% em sensibilidade,
mas sem maior progresso na especificidade.

Adicionalmente, todos os trés analitos observados se mostraram responsivos dentro do que foi conside-
rado uma resposta quimioterapica rapida ou lenta (p< 0.001). E sugerido que a auséncia de quedas significa-
tivas nos primeiros 2 meses indique a necessidade de se prolongar o tratamento, entretanto as evidéncias ob-
tidas pelos autores s3o insuficientes para que isso possa ser afirmado com seguranca (CHUNG et al., 2016).

O IFN-y, molécula alvo nos testes IGRA, também foi estudado na mesma pesquisa e, corroborando com
outros relatos na literatura, nao se mostrou util ao propésito de monitoramento anti TB, sem apresentar
significancia em qualquer dos grupos (CHUNG et al., 2016). Visto suas flutuacdes e expressao heterogénea
entre pacientes ja observadas, é evidenciado um papel limitado do biomarcador neste aspecto (DENKINGER
etal, 2013; LEE et al,, 2015).

Todavia, apesar dos resultados significativos deste trabalho é indispensavel notar algumas de suas defi-
ciéncias e limitacdes: baixo nimero de amostras; auséncia de um grupo controle com outras infecgdes para
comparagao de niveis dos analitos estudados, pois os mesmos se expressam em diversas outras infeccoes e
quadros inflamatérios; acompanhamento limitado de pacientes quais o tratamento falhou; critérios arbitra-
rios e pessoais dos autores utilizados para avaliar tanto a diminuicdo dos biomarcadores em estudo, conside-
rando uma queda >20% como significante, do mesmo modo quanto a divisao de pacientes em “tratamento
de sucesso”/“fracassado”, dicotomia construida de forma subjetiva na auséncia de critérios pré-estabelecidos
(CHUNG et al,, 2016).

De forma similar um trabalho chinés (TONBY et al., 2015) pesquisou o comportamento da IP-10 em
pacientes em regime quimioterapico. Nao é possivel avaliar com clareza se os resultados trazem padroes
semelhantes ou distintos dos expostos por Chung et al. (2016), devido os critérios particulares adotados
por estes citados acima, contudo a IP-10 permaneceu responsiva a terapia com quedas notaveis no ponto
de 8 semanas, assim como a conversdo de grande parte dos pacientes em cultura negativa neste periodo de
tempo presente nos dois trabalhos.

O regime quimioterapico reproduzido no estudo foi de 24 semanas e composto pelos mesmos farma-
cos de Chung et al. (2016). Relatadas reducdes significativas do analito nas primeiras 2 semanas (p< 0.001),
outra queda em 8 semanas (p< 0.001) e niveis baixos estaveis ja em 24 semanas (p< 0.001). Resultados
obtidos a partir de dados da metodologia Dry Plasma Spots (DPS) com amostras mensuradas em ELISA, esta
foi avaliada no artigo junto as amostras utilizadas do plasma de tubos (TONBY et al., 2015).

E importante observar a questao do uso simultaneo no trabalho de duas metodologias distintas sendo
dosadas pelo ELISA, com uma boa correlacao entre ambas no decorrer do tratamento (p< 0.0001). Essas
metodologias seriam o DPS e os tipicos tubos de ensaio utilizados em coleta.

Os Dry Blood Spots (DBS) ou DPS — que se diferenciam apenas pelo material estocado — foram criados
na década de 60 por Robert Guthrie para diagndstico de fenilcetontria em neonatos (GUTHRIE; SUSI, 1963).
Tratam-se de filtros para preservacio e transporte de analitos do sangue (proteinas séricas, Ac, hormonios,
carga genética viral, etc.) em pequenos discos que necessitam de poucas gotas para que a analise seja reali-
zada com eficiéncia (AABYE et al., 2012). Suas vantagens principais seriam, como ja mencionado, a facilidade
para preservagao, transporte e a propria coleta.

Especificamente no que concerne os resultados do ELISA, pode-se notar por meio de outros pacientes
com diferentes comorbidades que a IP-10 é muito reativa a eventos imunolégicos. Enquanto no restante de
casos em que houve melhora progressiva, o biomarcador manteve niveis baixos aliado a resultados negativos
na baciloscopia. E consideravel observar os dois pacientes com doenca de Crohn e um paciente relapso que
estava retratando a TB apés dois anos do fim da sua primeira quimioterapia — estes individuos em especial
apresentaram niveis altos persistentes de IP-10 (TONBY et al., 2015).

Machado e Ermes | Rev. Elet. Cient. da UERGS (2019) v. 5, n.1, p. 27-46




Individualmente e em combinacao a IP-10 possui outros resultados na literatura quanto a sua utilidade
em controle da quimioterapia (HONG et al., 2014; ZHAO et al., 2018). De fato, embora o trabalho mostre
resultados promissores, o estudo experimenta limitagdes similares a outros revistos aqui, principalmente no
que se refere ao nimero limitado de pacientes envolvidos, nao representativos de sua populagao.

Em uma investigacao estadunidense para monitoramento da antibioticoterapia os analitos dosados pelo
ELISA foram: Neopterina, Granzima B, sICAM-1, IP-10 e suPAR, todos estes indicadores nio especificos de
inflamacgao. Os imunoensaios foram feitos com amostras anteriores ao inicio da terapia e 8 semanas apds,
com soro de pacientes confirmados com TB por cultura JAYAKUMAR et al., 2015).

O objetivo deste estudo foi checar a correlagcao reportada em experiéncias anteriores da literatura com
os marcadores supracitados, sendo relatado resultados semelhantes para 4 dos 5 biomarcadores pesquisa-
dos em ELISA. Em contrapartida houve um achado particular, citando que ha divergéncia nos resultados dos
marcadores e deles para com a sua comparabilidade.

Shang et al. (2018) investigaram o papel da citocina Fator de Inibicao da migracao de Macroéfagos (MIF)
associada ao Fator de Necrose Tumoral oo (TNF-ot) e IFN-y no curso da quimioterapia em pacientes chineses
hospitalizados. Ja no periodo de pré-tratamento os 47 participantes foram dicotomizados em niveis altos (39)
e baixos (8) de MIF, com niveis altos desta sendo relacionados ao TNF-a.

Posteriormente, em 6 meses de terapia a nova dosagem mostrou niveis reduzidos de todos os biomar-
cadores (p< 0.01) préximos aos dos controles. Em discordancia a estes resultados, 6 pacientes que manifes-
taram TB-DR seguiram com niveis significativamente mais altos do que o restante (p< 0.0001). Com base
nas curvas desses analitos é possivel tracar uma linha de resposta clara para uma quimioterapia considerada
de sucesso, ainda que a reprodutibilidade desses dados precise ser melhor averiguada em virtude nao s6 do
tamanho da amostra e doencas de base, como também do periodo limitado de acompanhamento relatado.

A respeito das doencas de base listadas nos pacientes do estudo, haviam individuos com cancer, diabe-
tes, hepatites B e C e fumantes com histéria pregressa. Os autores nao refletem as repercussoes desses qua-
dros na dinamica dos biomarcadores pesquisados, o que dificulta maiores conclusées (SHANG et al., 2018).

A forte correspondéncia entre MIF e TNF-a pode ser elucidada em razdo da ativacdo causada pela pri-
meira de células mononucleares (linfécitos, monécitos, células dendriticas) e neutréfilos, que posteriormente
secretariam TNF-a, exacerbando a inflamacao. No entanto, a auséncia de correlagao significante entre MIF e
IFN-y nao é averiguada com atencao em nenhum momento do trabalho. Este achado pode ser parcialmente
explicado pela expressao heterogénea de IFN-y entre individuos, como ja mencionado previamente, mas € uma
consideracdo que necessita a abordagem mais adequada de métodos moleculares para checar sua veracidade.

Ja citada anteriormente, a pesquisa de Mattos et al. (2016) averiguou as respostas da Imunoglobulina G
subclasse | frente a Ag fase dependentes do Mtb em trés momentos: antes, durante e depois do tratamento
anti TB. Ag de fase ativa de crescimento (ESAT6/CFP-10, Rv0717 e Rv3353), Ag de laténcia (proteinas regu-
ladas pelo protocolo genético DosR: Rv1733, Rvl737, Rv2628 e Rv2029) e Rpf (Rv0867 e Rv2389), foram os
analitos monitorados nos trés grupos do estudo.

O relato do artigo pertinente a quimioterapia observa uma queda significativa nos niveis da IgG| para as
proteinas ESAT-6/CFP-10, Rv3353, Rv2628, Rv2029 e Rv0867 apds 6 meses de tratamento, apresentando
concentracdes comparaveis as do grupo controle (p < 0.01). Ja com | ano de quimioterapia tinha-se declinio
profundo na concentracao de IgG| respectiva para todos os Ag de interesse, atingindo niveis equivalentes
aos do controle. Sendo assim, pode-se concluir que a decaida deste Ac para os alvos em pesquisa sugere um
tratamento de sucesso (MATTOS et al., 2016).

Resultados do trabalho relativos a importancia da IgG| entre as Ig corroboram experiéncias prévias, as
quais também utilizavam o método ELISA e, portanto, justificam sua escolha para mensuracao (GUPTA et al.,
2005; MATTOS et al., 2010). Pesquisas anteriores também reafirmam a importancia da analise de Ac na qui-
mioterapia anti TB, inclusive na TB infantil, notando quedas substanciais conforme o estagio do tratamento,
ainda que explorando Ag distintos (BAUMANN et al., 2013; FUJITA et al., 2005; SIRECI et al., 2007).

Os autores propdem especialmente que o monitoramento da resposta aos Ag Rv1733, Rv0717, Rv3353,
Rv2628 e Rv0867 seja relevante para predizer desfechos da quimioterapia. Essa ideia se justifica pela resposta
humoral expressiva aos mesmos identificada 3 meses apds inicio do tratamento e que normaliza progressiva-
mente nas terapias de sucesso observadas. Essas flutuacées sao assumidas como consequentes da liberacao
de Ag pela morte dos bacilos, gracas a efetividade da quimioterapia (MATTOS et al., 2016).
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No entanto, compete destacar novamente o nimero baixo de amostras desta pesquisa, grupos de 6
meses e | ano de tratamento utilizados para mensuragiao sdo compostos por 20 e 6 individuos, respectiva-
mente. Nao obstante, nenhum dos outros grupos submetidos a analise possui sequer 50 individuos e nao
foram observados pacientes quais a quimioterapia falhou (MATTOS et al., 2016).

Awoniyi et al. (2017), também ja mencionado, do mesmo modo acompanhou o curso da doenca por
meio de titulos dos Ac. Os autores reportaram uma queda significativa nos biomarcadores anti-16 kDa IgM
e anti- 16 kDa IgA apés o que foi considerado uma terapia de sucesso.

Apesar disso, citam trabalhos anteriores em sua ponderacao que relatam resultados bastante discrepan-
tes (IMAZ; ZERBINI, 2000; LYASHCHENKO et al., 1998) no que se refere a resposta humoral dos individuos
no curso da quimioterapia. Ambos os trabalhos mencionados para o embasamento dessa linha de raciocinio
sao relativamente antigos e com as mesmas limitacdes amostrais recorrentes dos atuais examinados nesta
revisao, porém trazem o questionamento se, de fato, as respostas imunes multifacetadas no curso da TB
seriam o alvo ideal para o desenvolvimento de um perfil de supervisiao do tratamento nesses pacientes.

As observacoes de Takenami et al. (2016) pertinentes a competéncia diagnéstica da IgG anti-Mcel A
coincidem igualmente a variabilidade das respostas humorais. Em seu estudo o biomarcador em questao nao
foi eficiente para o acompanhamento das antibioticoterapias daquela populagao, pois houve soroconversao
em menos de |/3 dos pacientes avaliados no momento de 2 meses. Em contrapartida 20 dos 26 pacientes
positivos para a baciloscopia passaram a ser considerados negativos no mesmo periodo de 2 meses — a mi-
croscopia do escarro evidentemente foi a metodologia mais adequada nesse cenario.

Dito isto, se tornam mais uma vez inegaveis os feedbacks consideravelmente distintos nos individuos em
tratamento. Entretanto, a principio nenhum dos estudos a avaliar Ig teve presente em sua amostra tratamen-
tos falhos ou relapsos — bem como o periodo de acompanhamento aos pacientes, que foi bastante restrito
em todos —, situacao qual ha precedéncia de valor diagnéstico (BHATTACHARYYA et al., 2014). Ainda que
esta conjuntura lamentavelmente nao tenha sido retratada em pacientes TB, mas sim mas sim infectados pelo
protozoario do complexo Leishmania donovani, trata-se de um indicio relevante do acompanhamento dos
titulos de Ig em casos de insucesso terapéutico.

Investigando biomarcadores para cura da TB, um trabalho chinés empregou métodos de proteémica
para identificar e quantificar proteinas predominantes no soro de pacientes tuberculosos tratados e nao
tratados, bem como os que concluiram o tratamento com sucesso e controles saudaveis. Da triagem de
proteinas, selecionou-se algumas para validagao em ELISA. Estas foram escolhidas baseadas na correlacao
com a TB e alteracoes observadas nas analises proteémicas. Os analitos pesquisados foram: Albumina (ALB),
Inibidor de dissociacdo Rho-GDP 2 (ARHGDIB), Componente 3 do Complemento (C3), Ficolina 2 (FCN2),
e Lipoproteina A (LPA) (WANG et al,, 2018).

Segundo resultados do ELISA, pode-se conferir uma queda notavel nos niveis de ARHGDIB, C3, FNC2
e aumento na ALB e LPA quando comparados pacientes curados com nao tratados, tais achados validam os
resultados encontrados pelas metodologias prote6micas. Todas as proteinas em analise apresentaram signi-
ficancia estatistica (p < 0.05) nos pacientes considerados curados para TB quando comparados com os niao
tratados (WANG et al., 2018).

A ALB se apresenta em concentracdes baixas em inflamacdes e, sendo assim, se mostrou consideravel-
mente reduzida em pacientes nao tratados quando em comparacao com controles (p < 0.001) (WANG et
al., 2018). Outros estudos ja descreveram conexao entre hipoalbuminemia e risco de contrair TB (CEGIEL-
SKI; ARAB; CORNONI-HUNTLEY, 2012), da mesma forma aumentando o risco de morte pela infeccao,
porém nao confirmando a ALB como uma variavel independente para este desfecho (KIM et al., 2012).
Contudo, cabe observar outros trabalhos em areas de pesquisa nao relacionadas a TB ou mesmo quaisquer
doencas respiratdérias, que também relataram conexao entre hipoalbuminemia e mau prognéstico, inclusive
em diferentes populagdes (BOHL et al., 2016; MINATOGUCHI et al., 2018; WADA et al., 2017).

Sem papel fisiolégico bem definido e geralmente associada a patologias cardiovasculares (SCHMIDT et al.,
2016), a LPA também foi considerada significante na analise (p = 0.001) nao tratados vs. controles. Do mesmo
modo, discrepancias em outras moléculas envolvidas no metabolismo de lipidios, como a Lipoproteina de alta
densidade (HDL), Lipoproteina de baixa densidade (LDL), apolipoproteina A (apoA) e a apolipoproteina B
(apoB) (WANG et al., 2018). Alteragdes nesses e outros analitos lipidicos se repetem em outras experiéncias
de diferentes contextos, ja explorados nesta revisao (ALBANNA et al., 2013; XU et al., 2014), entretanto,
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a LPA em especifico nao parece ser o biomarcador mais adequado para monitoramento de quimioterapias,
sequer um marcador de cura, pois apresenta concentracdes séricas muito singulares, nao sé entre individuos,
mas igualmente entre populacoes (BANERJEE et al., 201 |; GAW et al.,, 1994; SANDHOLZER et al., 1991).

ARHGDIB esta envolvida em processos imunes (SAID et al., 2012) e regulacdo da matriz extracelular (YI
et al., 2014). A expressao desse biomarcador foi alta em nao tratados quando frente a controles (p= 0.003)
e diminuida nos considerados curados (p< 0.001), sem diferenca consideravel entre curados e controles.
Os autores sugerem que a geracao dos granulomas possa ser afetada pela regulacdo da matriz extracelular,
com a destruicao desta ocasionada pela acdo da ARHGDIB, havendo aumento nos pacientes nao tratados
seguido da reducao nos curados. No entanto essa hipétese é fundada em trabalhos que retratam o papel da
ARHGDIB na perspectiva oncolégica e reprodutiva (JUN CHO et al., 2014; LIU et al., 2014; Yl et al.,, 2014),
sendo interessante futuros estudos para seu entendimento em modelos especificos de TB.

Niveis da ARHGDIB também se apresentaram significativamente reduzidos em pacientes com bacilos-
copia positiva em comparagao aos que apresentavam baciloscopia negativa (P <0,001). Uma discrepancia
que é sugerida pelos autores estar relacionada a mudancas patolégicas proliferativas nesses individuos — me-
diadas pelo biomarcador em questao — que teriam sido infectados com menores cargas bacterianas.

Os niveis séricos do C3 e FCN em pacientes curados também foram baixos (p= 0.035, p= 0.018,
respectivamente). Ambas seriam proteinas com atividade no sistema complemento, levando a crer que os
niveis reduzidos possam ser devido a atenuacio das ativagdes constantes do complemento, sendo aliviado
pela conclusdo da fase ativa da inflamacao (WANG et al., 2018). Proteinas do complemento sdo estudadas
na literatura da tuberculose (CAl et al., 2014; LUBBERS et al., 2018; SENBAGAVALLI et al., 201 1), a FCN2
em especifico apresenta alguns estudos com determinados pontos conflitantes, especialmente em relacdo ao
impacto de seus genoétipos na infeccao (CHALMERS et al., 2015; LUO et al., 2013; XU et al., 2015).

Além disso a FCN2 se mostrou significativamente aumentada em pacientes positivos para baciloscopia
em comparagao com os negativos (p= 0.016), cogitando-se que pacientes negativos para o exame tenham
maior probabilidade de infec¢bes latentes, logo, com ativagao limitada do complemento. Entretanto a discre-
pancia deste raciocinio para com o C3 — que faz parte de uma cascata iniciada pela FCN2 — nao é abordada
na linha de raciocinio dos pesquisadores (WANG et al., 2018).

ALB e FCN tiveram altas substanciais observadas em pacientes com 2 meses de quimioterapia (p<
0.001, p= 0.030, respectivamente), o que pode sugerir valor preditivo destes biomarcadores para sucesso
da terapia. No entanto, os pesquisadores nao trabalharam com pacientes quais o tratamento tenha falhado,
logo este ponto requer investigaces mais cautelosas (WANG et al., 2018).

Os autores, em conclusao, criaram um modelo para cura da TB que engloba os 5 analitos pesquisados,
chegando a 87.10% de sensibilidade e 79.49% em especificidade, o que é uma performance consideravel,
ainda que longe do ideal. Todavia, os biomarcadores do estudo nio sao especificos para TB, pois se tratam
de moléculas relacionadas a processos inflamatérios indefinidos ou, no caso da LPA, majoritariamente ao me-
tabolismo de lipidios. O trabalho tampouco incluiu em suas andlises pacientes com outras doencas (respiraté-
rias ou nao), como mais um controle para as diferentes apresentacdes possiveis que estes analitos poderiam
estar sujeitos em outros modelos (WANG et al., 2018).

Conclusao

O diagnéstico e acompanhamento efetivos da Tuberculose ainda sdo desafios a serem vencidos dentro
da medicina moderna. Os altos padrées requeridos para o biomarcador ideal sao bastante dificeis de serem
alcancados gracas aos complexos mecanismos de autopreservacao e transmissao criados pelo patégeno em
todos os milhares de anos de coevolugao com os hospedeiros humanos, aliados a heterogeneidade da res-
posta imune e os incontaveis fatores socioeconémicos e ambientais envolvidos na conservacao da doenca
enquanto problema de satde publica.

As pesquisas revisadas neste trabalho — ainda que em grande parte estudos pilotos investigando novos
biomarcadores — apresentam populacdes muito restritas em seus ensaios, o que sem dudvida coloca em ques-
tionamento seus resultados. A pesquisa sorolégica por antigenos e anticorpos obteve respostas discrepantes,
muitas vezes inconstantes quando comparados os trabalhos. Isto, um provavel fruto das diferentes cepas do
Mycobacterium tuberculosis e o feedback imunolégico irregular entre as populacdes e etnias.
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A homologia de antigenos micobacterianos com outras Mycobacteria e actinomicetos, bem como as
mutacoes genéticas associadas a expressao de biomarcadores inflamatérios também foram obstaculos ob-
servados. Orienta-se que exista maior interacio entre o diagnéstico soroldgico e a biologia molecular nas
pesquisas por biomarcadores, pois muitas discordancias podem ser melhor averiguadas e até mesmo escla-
recidas a luz das técnicas moleculares.

Biomarcadores bioquimicos se mostraram bastante significativos dentro do que foi observado. Maiores
estudos incluindo populagées com individuos afligidos por outras doencas respiratérias e outros grupos im-
portantes para validagao (como criancas e pacientes HIV+) naturalmente sao recomendados.

Em suma, apesar dos resultados promissores em pequena escala, os testes soroldgicos observados ofe-
recem resultados inconsistentes. Sugerem-se maiores estudos em grandes populacdes, preferencialmen-
te intercontinentais e com metodologias baratas e flexiveis como o ELISA aliadas a métodos moleculares
confirmatérios na validagao dos seus resultados. Preza-se que futuras metodologias efetivas, elegiveis para
emprego em larga escala, sejam acessiveis a paises pobres e subdesenvolvidos, portanto visando a populagao
menos favorecida economicamente, que é, afinal de contas, a mais assolada pelo patégeno.
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