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RESUMO

Atualmente, o diagnóstico da tuberculose (TB) depende de exames como a

baciloscopia de escarro que apresenta baixa sensibilidade e a cultura do escarro que pode

levar até 45 dias para obtenção do resultado. Outro teste disponível é o GeneXpert

MTB/RIF® que apresenta alta sensibilidade porque detecta o DNA do Mycobacterium

tuberculosis (Mtb) no escarro, a liberação do resultado é rápida, no entanto, o seu

equipamento tem um alto custo e por isso ele não é ampliado para unidades básicas de saúde.

Em virtude das limitações dos atuais testes disponibilizados no mercado para o diagnóstico da

TB, o presente estudo explora o potencial dos lipídios da parede celular do Mtb na

estimulação da produção de TNF-α para o desenvolvimento de um novo teste de diagnóstico

para TB ativa. Neste trabalho, avaliou-se a produção de TNF-α em amostras de sangue total

estimuladas com lipídios do Mtb em pacientes com TB pulmonar ativa, indivíduos sadios e

SR. A quantificação de TNF-α foi realizada no sobrenadante da cultura através do ensaio de

imunoabsorção enzimática (ELISA), utilizando o kit comercial BDTM OptEIA Human TNF

ELISA Kit. Resultados: Os resultados obtidos até aqui mostraram que cultura de sangue total

0,05 mg/mL de extrato de lipídico por 48 horas aparentou ser quatro vezes maior do que nas

células dos indivíduos sadios e sete vezes mais do que nos sintomáticos respiratórios.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis, Lipídios, teste diagnóstico.
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RESUMO EM LÍNGUA ESTRANGEIRA
(ABSTRACT - inglês)

Currently, the diagnosis of tuberculosis (TB) depends on tests such as sputum smear

microscopy, which has low sensitivity, and sputum culture, which can take up to 45 days to

obtain the result. Another available test is the GeneXpert MTB/RIF®, which has high

sensitivity because it detects Mycobacterium tuberculosis (Mtb) DNA in sputum, releasing

the result quickly, however, its equipment has a high cost and is therefore not expanded to

basic health units. Due to the limitations of current tests available on the market for the

diagnosis of TB, the present study explores the potential of Mtb cell wall lipids in stimulating

the production of TNF-α for the development of a new diagnostic test for active TB. In this

work, we evaluated the production of TNF-α in whole blood samples stimulated with Mtb

lipids in patients with active pulmonary TB, healthy individuals and RS. Quantification of

TNF-α was performed in the culture supernatant through the enzyme-linked immunosorbent

assay (ELISA), using the commercial kit BDTM OptEIA Human TNF ELISA Kit. Results:

The results obtained so far showed that whole blood culture 0.05 mg /mL of lipid extract for

48 hours appeared to be four times higher than in the cells of healthy individuals and seven

times higher than in those with respiratory symptoms.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, Lipids, diagnostic test.
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INTRODUÇÃO

A Tuberculose (TB) é uma doença infecciosa de relevância global, causada pelo

Mycobacterium tuberculosis (Mtb), e representa um sério desafio para a saúde pública. No

ano de 2021, aproximadamente 10,6 milhões de pessoas em todo o mundo adoeceram, e cerca

de 1,6 milhão de óbitos decorrentes da doença foram notificados (WHO,2022). No Brasil,

mais de 60 mil novos casos foram registrados em 2021, com uma taxa de incidência de 32

casos por 100 mil habitantes (BRASIL, 2022), o que coloca o país entre os 30 com maior

incidência de TB no mundo.

O diagnóstico da TB depende de testes com sensibilidade limitada, como a

baciloscopia de escarro, e com longos períodos de espera pelos resultados, como a cultura do

escarro, que pode levar cerca de 45 dias após a coleta da amostra para fornecer um

diagnóstico (PROSCÓPIO et al., 2014). Embora o GeneXpert MTB/RIF® seja uma opção

mais recente e sensível para o diagnóstico da TB, detectando o DNA do Mtb no escarro e

fornecendo resultados em menos de 24 horas, seu alto custo limita sua aplicação em unidades

básicas de saúde. Além disso, ele pode detectar bacilos não viáveis, o que pode levar a

equívocos em pacientes com histórico de TB (CHAKRAVORTY et al., 2017).

Além destes, outro teste disponível é o ensaio de liberação de IFN-γ (IGRA), utilizado

como exame complementar no diagnóstico da TB ativa em crianças, no entanto, em locais

onde a TB é endêmica, o teste tem indicação apenas para o diagnóstico da infecção latente

pelo Mtb (ILTB) (BRASIL, 2019). O diagnóstico pelo IGRA é obtido a partir da

quantificação de IFN- γ emsobrenadante de cultura de sangue total, após estimulação in vitro

com as proteínas ESAT-6 e CFP-10 derivadas do Mtb.. Embora eficaz no diagnóstico da

ILTB, o IGRA não consegue distinguir entre pacientes com TB ativa e indivíduos com ILTB,

o que limita sua utilidade em regiões endêmicas (WHITWORTH et al., 2013; BRASIL,

2019).

Devido às limitações dos testes atuais disponíveis no mercado para o diagnóstico da

TB, a Organização Mundial de Saúde (OMS) tem destacado a urgência de desenvolver um

novo teste diagnóstico para a TB ativa. De acordo com a OMS, o teste deve atender a
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requisitos mínimos de sensibilidade (> 65%, no geral; > 98% em indivíduos com baciloscopia

e cultura positiva) e especificidade (mínimo de 87%). A exigência é comparável ao

desempenho do ensaio Xpert MTB/RIF. Além disso, é necessário que o novo teste utilize uma

amostra de fácil acesso, como o sangue, urina ou swab, forneça resultados rápidos e tenha um

baixo custo para implementação nas unidades básicas de saúde (WHO, 2022).

Vários estudos estão investigando biomarcadores diagnósticos por meio da

estimulação in vitro com o Mtb ou suas proteínas (WANG et al., 2020; LUO et al., 2020;

CILLIERS et al., 2021; GUPTA et al., 2021). Avaliações com antígenos lipídicos

permanecem pouco explorados. Petrilli e colaboradores (2020) avaliaram o potencial

diagnóstico dos lipídios ao mostrar que o extrato lipídico apolar do Mtb não estimula a

proliferação de linfócitos TCD8+ em indivíduos saudáveis, mas em pacientes com TB ativa,

esse mesmo extrato induziu a proliferação de células T CD8+ produtoras de TNF-α

(PETRILLI et al., 2020). Com base nessa descoberta, o presente estudo explora o potencial

dessas moléculas na estimulação da produção de TNF-α para o desenvolvimento de um novo

teste de diagnóstico para TB ativa.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) do Instituto

Gonçalo Moniz (IGM), uma unidade da Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) no estado da

Bahia. O número de aprovação do estudo é CAAE: 38826720.7.0000.0040. Todos os

participantes consentiram voluntariamente em participar da pesquisa, manifestando sua

concordância por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE). Os termos assinados estão arquivados e sob a responsabilidade do pesquisador

principal na instituição onde as análises são realizadas. A participação de todos os indivíduos

envolvidos no estudo foi totalmente voluntária e sigilosa. Além disso, todas as etapas do

estudo estiveram em conformidade com as normas estabelecidas pelo CEP, de acordo com a

resolução 466/12.

Local de estudo
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Este estudo foi conduzido no Instituto Gonçalo Moniz (IGM/FIOCRUZ) na Bahia, em

colaboração com o Hospital Especializado Octávio Mangabeira (HEOM), um centro de

referência para doenças respiratórias, localizado no bairro Pau Miúdo em Salvador. O hospital

faz parte do distrito sanitário da Liberdade, que integra a rede pública de saúde do Estado da

Bahia.

População do estudo

Os participantes do estudo foram divididos em três grupos: Grupo 1, composto por

pacientes com TB pulmonar do HEOM (n=12), cujo diagnóstico foi confirmado por meio dos

sintomas característicos da TB e pelo resultado positivo em pelo menos um dos seguintes

testes: pesquisa direta do bacilo álcool-ácido resistente (BAAR) no escarro, cultura

microbiológica ou teste Xpert MTB/RIF®. Grupo 2, formado por indivíduos saudáveis do

IGM (n=12), que não apresentavam sintomas respiratórios ou doenças agudas nos últimos 14

dias. Grupo 3, composto por pacientes com sintomas respiratórios (SR) (n=12), que

apresentavam suspeita de TB, mas cujos resultados nos testes de diagnóstico de TB eram

obrigatoriamente negativos. Os critérios de não inclusãodo estudo incluíam indivíduos que

estavam em uso de corticosteroides sistêmicos, menores de 18 anos ou maiores de 65 anos,

pacientes que haviam sido diagnosticados ou tratados para TB pulmonar nos últimos dois

anos, pacientes transplantados, em tratamento para câncer, co-infectados com HIV ou que

tinham doenças autoimunes. Todos os voluntários com TB e SR que se qualificaram para

participar do estudo foram atendidos consecutivamente na unidade de saúde. Os indivíduos do

grupo HC eram estudantes, técnicos e/ou pesquisadores do IGM.

Aspectos clínicos e laboratoriais

Após a obtenção do consentimento por meio da assinatura do TCLE, todos os

voluntários responderam a um questionário estruturado para coletar informações clínicas e

demográficas relevantes. Em seguida, todos os participantes foram submetidos à coleta de

sangue por meio de punção venosa, utilizando tubos contendo heparina., as coletas

consistiram em 9 mL de sangue total por voluntário, destinados à realização de culturas de
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sangue total para testar a concentração de estímulo com o extrato lipídico a 0,05 mg/mL e um

período de incubação de 48 horas.

Crescimento bacteriano e extração de lipídios

O extrato lipídico apolar foi obtido da cepa de Mtb (Erdmann) cultivada em meio

Middlebrook 7H9 (Difco, MD) contendo 10% do complexo albumina-dextrose (ADC)

(Beckton-Dickinson, MD), e incubada a 37°C e 5% de CO2 até atingir a fase estacionária. As

culturas planctônicas de Mtb foram utilizadas para a extração dos lipídios apolares

(PETRILLI et al., 2020). Após a fase estacionária, 5 mL de metanol contendo 0,3% de NaCl

(100:10) e 2,5 mL de éter de petróleo foram adicionados a 30 mL das culturas em tubos

cônicos do tipo Falcon (50 mL) e incubados por 30 minutos com agitação leve (117 RPM).

Em seguida, os tubos foram submetidos à centrifugação para separar os lipídios. A camada

superior de éter de petróleo, que continha os lipídios apolares, foi transferida para frascos de

vidro de 20 mL, os quais foram mantidos abertos dentro do fluxo laminar até a completa

evaporação do solvente. Após a pesagem dos frascos, o extrato lipídico foi ressuspenso em

hexano e isopropanol na proporção de 1:1. Os frascos foram armazenados no freezer a -80°C

até serem utilizados nas culturas de sangue total.

Cultura de sangue total com os lipídios do Mtb

As amostras foram utilizadas para realização de cultura de sangue total semelhante à

estratégia do teste QuantiFERON® TB. No entanto, o estímulo utilizado foi o extrato lipídico

da parede celular do Mtb como antígeno. Os tubos contendo o antígeno foram preparados

previamente à cultura de sangue total, com a colocação do extrato lipídico (E.L) ressuspensos

em hexano:isopropanol (1:1) à 0,05 mg/mL, sendo mantidos abertos até a completa

evaporação do solvente. Outros tubos controle foram preparados, contendo apenas o solvente

(hexano:isopropanol), com o mesmo volume usado na preparação dos tubos com extrato

lipídico. O lipopolissacarídeo (LPS) da Escherichia coli O111:B4 foi utilizado usado nos

experimentos como controle positivo (CP). Como controles negativos, foram utilizados um

tubo sem antígeno e sem hexano:isopropanol (1:1) (CN) e outro tubo "contendo" apenas o



13

hexano:isopropanol evaporado (CNh:i). O sangue total foi diluído na proporção de 1:1 em

meio RPMI-1640 (Gibco®- Thermo Fisher Scientific) suplementado com 10% de soro fetal

bovino (SBF), 1% de antibiótico-antimicótico 100x (Gibco®- Thermo Fisher Scientific) e 1%

de Hepes (10mM) (Gibco). Os tubos contendo sangue total e lipídios, bem como os seus

controles, foram incubados a 37°C e 5% de CO2 por 48 horas. Após o período de incubação,

os sobrenadantes das culturas foram utilizados para quantificar o TNF-α por meio do ensaio

de imunoabsorção enzimática (ELISA), utilizando o kit comercial BDTM OptEIA Human

TNF ELISA Kit

Análise estatística

Os dados obtidos foram organizados e analisados por meio do programa GraphPad

Prism v. 8.0.1 (GraphPad Inc., San Diego, CA). O teste Shapiro Wilk e o Mann-Whitney

foram utilizados, a fim de comprovar estatística com os resultados. O teste Shapiro Wilk para

avaliação da distribuição dos dados e o teste Mann-Whitney para comparação das medianas

entre os grupos do estudo. O nível de significância foi estabelecido para valores de p < 0,05.

Como é esperado que a produção de TNF-α seja maior nos indivíduos com TB comparado aos

indivíduos sadios, o gráfico referente as culturas de sangue total com estímulo do extrato

lipídico foram representadas pelas diferenças líquidas em relação aos CNs, conforme fórmula

a seguir: ΔTNF-α = CTNF-α– CN. Onde, CTNF-α é a concentração de TNF-α da amostra e CN é a

concentração de TNF- α do controle negativo.

RESULTADOS

Características demográficas da população do estudo

Trinta e seis participantes foram incluídos no estudo. Doze indivíduos com TB

pulmonar, 12 voluntários sadios e 12 como SR. A distribuição dos voluntários avaliados no

estudo com base no sexo e na idade está apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1. Características demográficas dos voluntários recrutados para o estudo.

Características

gerais

TB pulmonar

(n=12)

Indivíduo sadio

(n=12)

SR

(n=12)

Gênero, n (%)

Masculino 11 (92,31%) 4 (33,33%) 7 (46,67%)

Feminino 1 (7,69%) 8 (66,67%) 8 (53,33%)

Idade, anos (média

± DP)

Total 41,33 +- 12,17 28,33 +- 8,7 43,6 +- 11,82

Masculino 41,18+- 12,71 29 +- 5,83 40,14 +- 11,41

Feminino 43+- 0 28 +- 9,81 46,63 +- 11,34

TB: tuberculose; DP: Desvio Padrão; n: número de voluntários recrutados.

Características clínicas e laboratoriais da população do estudo

As características laboratoriais dos voluntários avaliados com TB pulmonar ativa

foram representadas na Tabela 2. O resultado positivo do teste rápido molecular Xpert

MTB/RIF, baciloscopia de escarro ou cultura bacteriológica juntamente com a presença de

sintomas respiratórios foi o critério utilizado para o recrutamento dos indivíduos com TB

pulmonar. Dos 12 indivíduos com TB pulmonar, todos foram positivo no GeneXpert

MTB/RIF, 11 (91,65 %) apresentaram resultado positivo e 1 (8,35%) negativo na baciloscopia
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de escarro, respectivamente. 9 (75 %) dos voluntários com TB pulmonar tiveram resultado

positivo na cultura bacteriológica.

Tabela 2. Características laboratoriais dos voluntários recrutados com TB pulmonar.

Características laboratoriais
TB pulmonar
(n=12)

Xpert MTB/RIF, n (%)

Não detectado 0 (0)
Detectado 12 (100)
Baciloscopia, n (%)

Negativo 1 (8,35)
1+ 2 (16,66)
2+ 2 (16,66)
3+ 7 (58,33)
NR 0 (0)
Cultura bacteriológica, n (%)

Negativo 3 (25)
1+ 0
2+ 1 (8,33)
3+ 3 (25)
NR 5 (41,66)

TB: tuberculose; DP: Desvio Padrão; n: número de voluntários recrutados.

As características clínicas dos voluntários avaliados foram representadas na Tabela 3.

Todos os pacientes com TB pulmonar apresentaram tosse persistente (100%), 10 (80%) perda

de peso 8 (66,66 %), febre vespertina, calafrios/suor noturno e dor torácica (66,66). Esses são

considerados os principais sintomas característicos da TB (BRASIL, 2020).

Tabela 3. Características clínicas dos voluntários do estudo.

Características clínicas TB pulmonar (n=12) SR (n=12)
Tosse persistente, n (%)
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Sim 12 (100) 12 (100)
Não 0 (0) 0 (0)
Calafrios/suor noturno, n
(%)
Sim 8 (66,66) 5 (41,66)
Não 4 (33,33) 7 (58,33)
Febre, n (%)

Sim 8(66,66) 5 (41,66)

Não 4 (33,33) 7 (58,33)
Dor torácica, n (%)

Sim 8 (66,66) 6 (50)
Não 4 (33,33) 6 (50)
Falta de ar (dispneia), n (%)

Sim 6 (50) 3 (25)
Não 6 (50) 9 (75)
Hemoptise, n (%)

Não 10 (80) 8 (66,66)
Perda de peso, n (%)

Sim 10 (80) 0 (0)
Não 2 (20) 12 (100)
Diabetes, n (%)
Sim 0 (0) 0 (0)
Não 12 (100) 12 (100)
Fumante, n (%)

Sim 2 (16,67) 0 (0)
Passivo 1 (8,33) 1 (8,33)
Não 9 (75) 11(91,66)

Vacina BCG, n (%)

Sim 8 (66,66) 10 (83,33)
Não 2 (16,66) 0 (0)
Não sabe 2 (16,66) 2 (16,66)
Cicatriz da BCG, n (%)
Sim 6(50) 11 (91,66)
Não 6 (50) 1 (8,33)
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Cultura de sangue total com lipídios do Mtb

As células de sangue total dos 36 indivíduos (n = 12, por grupo) foram estimuladas

com 0,05 mg/mL de lipídios por 48h (Figura 1). A média da produção de TNF-𝛼 no grupo TB

aparentou ser quatro vezes maior do que nas células dos indivíduos sadios (p = 0,2913) e sete

vezes mais do que nos sintomáticos respiratórios (p = 0,1135), mas essas diferenças, não

foram estatisticamente significativas. O LPS não foi capaz de estimular a produção de TNF- α

nos sintomáticos respiratórios e não houve alteração nos níveis de TNF-α nos tubos CNh:i.

Figura 1 - ΔTNF- α após 48 h de cultura de sangue total com o extrato lipídico na

concentração de 0,05. Estímulo com o extrato lipídico à 0,05 mg\mL em 48h; n = 12, por

grupo. O ΔTNF refere-se à produção absoluta de TNF-α em cada uma das condições (CNh:i,

E.L e LPS) menos a produção de TNF-α em cultura sem estímulo.

Análises da Curva ROC (Receiver Operating Characteristic) foram realizadas para

avaliar a capacidade discriminatória do TNF-𝛼 e avaliação da sensibilidade e especificidade. A

liberação de TNF-𝛼 apresentou um AUC de 0.63 (0.4031-0.8608), com sensibilidade de 50%

e especificidade de 75%, em discriminar indivíduos com TB pulmonar e sadios (Figura 1A).

Entre os indivíduos com TB pulmonar e SR, o TNF-𝛼 obteve um AUC de 0.69

(0.4715-0.9174), com sensibilidade de 58,3% e especificidade de 83.3% (Figura 1B).
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Figura 2. Curva ROC para avaliar a capacidade do TNF-𝛼 em distinguir indivíduos com TB
pulmonar de indivíduos sadios e SR. (A) Curva ROC entre indivíduos com TB pulmonar (n =
12) e sadios (n = 12),AUC de 0.63. (B) Curva ROC entre indivíduos com TB (n = 12) e SR (n
= 12), AUC de 0.69. ROC = Receiver Operating Characteristic. AUC = Área sob a curva.

DISCUSSÃO

O TNF-α desempenha um papel de destaque na resposta do sistema imunológico à

infecção por Mtb na TB ativa, é reconhecido como um dos mediadores na resposta

inflamatória. Ele é amplamente reconhecido como uma citocina pró-inflamatória que

desempenha um papel essencial na imunidade inata (CLARK, 2007). Devido a essas

características, é uma citocina que já foi bem explorada como potencial biomarcador no

diagnóstico da TB ativa e indivíduos saudáveis, no estudo de Wang et al. em 2013 foi capaz

de diferenciar TB ativa de ILTB com sensibilidade de 72% e especificidade de 90,91%. Estes
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resultados sugerem que o TNF-a específico para Mtb pode ser uma ferramenta útil para o

diagnóstico da doença tuberculosa ativa.

Os estudos que têm quantificado o TNF-α como potencial biomarcador de TB

pulmonar tem sido focados na resposta imune mediada pelo estímulo de proteínas do Mtb in

vitro ou utilizando o Mtb como antígeno, mas avaliações com antígenos lipídicos

permanecem pouco explorados. E uma característica singular do Mtb, é a composição rica em

lipídios de seu envelope. Cerca de 40% do peso seco da parede celular do Mtb é composto por

lipídios. É notável que uma parte substancial da capacidade decodificação do genoma

bacteriano seja dedicada à biossíntese e degradação lipídica (QUEIROZ, 2017). Essa

característica única do Mtb e a resposta imune associada podem ser exploradas como

elementos principais no diagnóstico da tuberculose, dado que, essas moléculas são antígenos

importantes que interagem com componentes do hospedeiro durante a infecção e estimula a

resposta imune (KARAKOUSIS et al., 2004). O diferencial do trabalho é a utilização do extrato

lipídico apolar da parede celular do Mtb como antígeno na estimulação in vítro do sangue

total em indivíduos com TB pulmonar e os grupos controles.

Nesse estudo houve um aumento da produção de TNF- α específico pelos lipídios, em

pacientes com TB ativa, que aparentou ser quatro vezes maior do que nas células dos

indivíduos sadios (p = 0,2913) e sete vezes mais do que nos sintomáticos respiratórios (p =

0,1135).

Por mais que o uso do extrato lipídico seja um diferencial do nosso grupo de estudo,

também é uma limitação, considerando que, não tem como garantir que ele irá ter sempre a

mesma composição, a bactéria pode estar em estados metabólicos diferentes, e assim, a

reprodutibilidade pode ser afetada. Então, torna-se, necessários, em trabalhos posteriores,

identificar qual a espécie ou as espécies que estão causando essa resposta para garantir a

homogeneidade dos resultados e aperfeiçoar o teste. O extrato lipídico é uma representação

mais complexa dos lipídios presentes na bactéria.

Além disso, é necessária uma análise de parâmetros diagnósticos, na qual não

realizamos uma avaliação abrangente de elementos essenciais, como acurácia, razão de

verossimilhança, odds ratio, índice kappa e valores preditivos, que não fizemos o teste devido

à ausência da diferença significativa. A ausência de uma análise completa de tais parâmetros

diagnósticos cruciais representa uma limitação do estudo, uma vez que a inclusão deles teria
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enriquecido nossa avaliação do desempenho do teste diagnóstico. Portanto, para que o teste

diagnóstico possa ser implementado no mercado, é essencial que estudos futuros preencham

essa lacuna, fornecendo uma compreensão mais completa e robusta dos resultados.
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CONCLUSÃO

A partir desses resultados foi possível perceber um potencial diagnóstico para a

dosagem de TNF-α após 48 horas de cultura com o extrato lipídico à 0,05 mg/mL, onde os

níveis de TNF-𝛼 produzidos pelas células de pacientes com TB indicou cerca de quatro vezes

maior do que nas células dos indivíduos sadios e sete vezes mais do que nos sintomáticos

respiratórios. Apesar dessas diferenças não terem sido estatisticamente significante, o estudo

revela um potencial papel do TNF- α específico pelos lipídios no diagnóstico da TB

pulmonar, dado que somente as células dos pacientes com TB responderam ao estímulo com

essas moléculas.
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ANEXO

Anexo A – título do anexo A
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Exemplo:

ANEXO A – Abreviatura dos meses

ANEXO B – Relação das normas da ABNT sobre documentação


