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MONTEIRO, Renata Alexandria. Avaliagdao dos niveis de IFN-y e IP-10 em
pacientes com tuberculose. 2025. 41. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduacgédo em Biomedicina) - Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2025.

RESUMO

A tuberculose (TB) é a doenca infecciosa causada pelo Mycobacterium tuberculosis
(Mtb), sendo a maior causadora de morte por um unico microrganismo do mundo. A
sintomatologia inespecifica, atrelada com a dificuldade na identificacdo de
resisténcia as drogas e no rastreio dos casos de infecgao latente por Mtb (ILTB) sao
os principais desafios no combate da doenca. Diante das dificuldades encontradas
para diagnostico e diferenciagdo dos casos de TB e, buscando compreender melhor
a resposta imunologica durante a doenga, o presente estudo avaliou o
comportamento dos niveis de IFN-y e IP-10 em amostras de sangue coletadas em
tubo sem estimulo de um grupo amostral de 20 pacientes com diagnostico
confirmado para TB pulmonar, divididos em dois grupos: TB (n=10) e ILTB (n=10).
Além disso, foi incluido também um grupo controle de pacientes sem TB (n=10). Os
resultados mostraram que a maioria dos pacientes com TB ativa era do sexo
masculino, desempregada e com baixo nivel de escolaridade, o que corrobora com
estudos que relacionam a doenga a condigdes socioecondmica mais vulneraveis.
Em relagao aos sintomas, febre, cansaco e perda de peso foram os mais comuns
nos pacientes com TB ativa. Na analise imunoldgica, os niveis de IFN-y se
mostraram aumentados em pacientes infectados (TB e ILTB) quando comparado aos
nao infectados, demonstrando um potencial para auxilio no diagnéstico. Ja os niveis
de IP-10 foram significativamente mais altos nos pacientes com TB ativa em
comparagao com ILTB, sugerindo ser um potencial biomarcador para diferenciagao
entre os tipos de infecgdo. Por fim, concluimos que a analise dos niveis dessas duas
moléculas em conjunto pode ser util para triagem dos casos de infecgao pelo Mtb.

Palavras-chave: Resposta imune; Biomarcador; Mycobacterium tuberculosis;
Tuberculose latente; Tuberculose ativa.



MONTEIRO, Renata Alexandria. Evaluation of IFN-y and IP-10 levels in
tuberculosis patients. 2025. 41. Trabalho de Conclusao de Curso (Graduagao em
Biomedicina) - Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2025.

ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by Mycobacterium tuberculosis
(Mtb), and it is the leading cause of death by a single microorganism worldwide. The
nonspecific symptomatology, combined with the difficulty in identifying drug
resistance and in screening cases of latent Mtb infection (LTBI), are the main
challenges in combating the disease. Given the difficulties encountered in diagnosing
and distinguishing TB cases, and aiming to better understand the immune response
during the disease, the present study evaluated the behavior of IFN-y and IP-10
levels in blood samples collected in unstimulated tubes from a sample group of 20
patients with confirmed diagnosis of pulmonary TB, divided into two groups: TB
(n=10) and LTBI (n=10). In addition, a control group of patients without TB (n=10)
was also included. The results showed that most patients with active TB were male,
unemployed, and had a low level of education, which supports studies that link the
disease to more vulnerable socioeconomic conditions. Regarding symptoms, fever,
fatigue, and weight loss were the most common in patients with active TB. In the
immunological analysis, IFN-y levels were elevated in infected patients (TB and LTBI)
compared to uninfected individuals, demonstrating potential usefulness in diagnosis.
IP-10 levels, on the other hand, were significantly higher in patients with active TB
compared to those with LTBI, suggesting it may be a potential biomarker for
differentiating between types of infection. In conclusion, we found that the combined
analysis of these two molecules may be useful for screening Mtb infection cases.

Key words: Immune response; Biomarker; Mycobacterium tuberculosis; Latent
tuberculosis; Active tuberculosis.
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INTRODUGAO

A tuberculose (TB) é a doenga infectocontagiosa que mais causa mortes no
mundo, superando até mesmo a Sindrome Respiratéria Aguda Grave provocada
pelo virus SARS-CoV-2 (WHO, 2024). Em geral, estd associada a paises em
desenvolvimento, afetando populagdes que vivem em condicdes precarias de
nutricdo, habitacdo e saneamento basico. No Brasil, mais de 80 mil pessoas sao
diagnosticadas com TB anualmente (Brasil, 2024a). Embora exista um esquema de
tratamento mundialmente conhecido como eficaz, o controle da doenga segue sendo
um grande desafio, principalmente devido a persisténcia da pobreza global, a
dificuldade de acesso aos servigos de saude, a extensa dispersao geografica, a
epidemia de HIV e ao surgimento de casos resistentes aos medicamentos (Brasil,
2024a). Além disso, 25% da populagdo mundial esta infectada com Mycobacterium
tuberculosis (Mtb) de forma latente (ILTB), na qual o paciente ndo apresenta
manifestagcdes clinicas da infeccdo (Houben et al., 2016). Porém, dependendo da
situacao imunoldgica do individuo, a doenca pode vir a progredir para forma ativa da
B (WHO, 2015).

Além de questdes socioeconbmicas, outro grande problema que se enfrenta é
o tempo de tratamento da doenga. Atualmente, o tempo minimo de tratamento da TB
€ de seis meses, sendo esse para casos de tuberculose sensivel a drogas de
primeira linha. Em casos de resisténcia a essas drogas (TB-DR), o tempo de
tratamento pode se estender por até dois anos (Brasil, 2019). E comum a
multirresisténcia ser notada tardiamente, apds o tratamento ter sido iniciado com as
drogas de primeira linha (Glaziou et al., 2013), sendo fundamental que a intervengao
medicamentosa seja adaptada para o paciente. Entretanto, para que haja mudanga
no tratamento, € necessario a realizagdo do teste de sensibilidade as drogas, que
demora no minimo 60 dias para ter o resultado liberado (Brasil, 2019).

Observando do ponto de vista imunolégico, a TB € uma doenca caracterizada
com perfil inflamatoério, onde o doente apresenta uma resposta imune com perfil Th1.
O Interferon gamma (IFN-y) € uma citocina pré-inflamatéria que atua na resposta
Th1, sendo importante na resposta imune contra infecgbes bacterianas, inclusive
pelo Mtb (Berns et al., 2022). Com essa importancia em vista, foi incorporado no
Sistema Unico de Saltde (SUS) no Brasil, em 2020, o teste Interferon-Gamma

Release Assays (IGRA), que analisa os niveis de IFN-y em amostras de cultura de
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sangue estimuladas com antigenos especificos para TB (Ministério da Saude, 2020).
Essa metodologia é usada principalmente para identificacdo da infecgao latente por
Mtb em pacientes imunocomprometidos porém nao permite a diferenciagdo entre
casos de TB ativa e ILTB (Ministério da Saude, 2020).

Uma outra quimiocina pré-inflamatéria envolvida na ativagdo da resposta Th1
€ a proteina 10 induzida por IFN-y (IP-10), que é expressa por mondcitos infectados,
neutrdfilos, linfocitos (TCD4+ e TCD8+) e queratindcitos (Tsuchida, 2019; Ruhwald et
al., 2007). Apesar de ter sua produgédo estimulada pelo aumento de IFN-y, alguns
estudos relataram que os niveis de IP-10 tem uma boa sensibilidade e
especificidade para identificagdo da TB pulmonar (Strzelak et al., 2024; Qiu et al.,
2019). Além disso, existem evidéncias que os niveis de IP-10 sofrem menos
interferéncia pelo HIV quando comparado com os de IFN-y (Rapulana et al., 2025;
Tang et al., 2023), sugerindo que esta quimiocina tem potencial para ser um
biomarcador para auxiliar no diagnéstico e diferenciagcéo dos tipos de TB (Sampath
et al., 2023; Bhattacharyya et al., 2018). No entanto, estudos com grupos bem
caracterizados de TB precisam ser conduzidos em regides endémicas para melhor
avaliar o potencial de IP-10.

Dessa forma, o presente estudo traz uma analise dos niveis de IFN-y e IP-10
em pacientes caracterizados de acordo com o tipo de infecgao (ativa e latente), a fim
de contribuir com dados de regides endémicas frente a avaliagdo do biomarcador.
Com isso, sera possivel compreender melhor a resposta imunolégica em diferentes
perfis de infecgéo, contribuindo para o desenvolvimento de estratégias mais eficazes

de diagnodstico e monitoramento, especialmente em areas de alta endemicidade.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Tuberculose: apresentagao, transmissao e sintomatologia da doenca

A tuberculose é uma doencga inflamatéria causada pelo bacilo gram positivo
de crescimento lento Mycobacterium tuberculosis, que se manifesta
majoritariamente na forma pulmonar. Além do pulméo, a TB pode acometer regides
diferentes do organismo, como pleura, linfonodos, abdémen, ossos, trato urinario,
entre outros (Natarajan et al., 2020).

Durante muitos anos, a forma de transmissdo da TB permaneceu
desconhecida. Até que em 1913, o veterinario francés Pierre Marie Chausse, usando
como base outros estudos publicados sobre o assunto na época, realizou uma série
de experimentos que consistiam em expor porquinhos-da-india a pacientes
infectados por TB com alta carga bacilar (Donald et al., 2018). A partir disso, Pierre
concluiu que havia uma conexao entre a tosse e a transmissao da doenca e que
esta seria maior em ambientes com pouca ventilacdo (Donald ef al., 2018).

Além disso, Chausse constatou que o estado avangado da patologia
pulmonar causada por Mtb teria uma forte influéncia com a disseminagao da TB, ou
seja, quanto mais severo o caso, maior a transmissibilidade (Dinkele et al., 2024;
Luies; Du Preez, 2020). Paralelamente a tosse, a TB também costuma apresentar
outros sintomas nao especificos, sendo os mais comuns febre vespertina, perda de
peso e sudorese noturna (Nduba et al., 2024).

O estado de infeccao latente pelo Mtb é dito quando ha uma situagao
persistente de resposta imune a antigenos da bactéria sem sintomatologia clinica de
tuberculose (Brasil, 2025a). O mais comum é que haja a progressao da infec¢ao
assintomatica para doenga ativa no periodo de até dois anos apds o contato,

principalmente em casos de pacientes com imunossupressao (Brasil, 2025a).
1.2 Infecgéo pelo Mycobacterium tuberculosis e resposta imune do hospedeiro
A transmissao pelo Mtb comecga pela expulsédo de bacilos viaveis por parte do

paciente com TB ativa, seja pela tosse, espirro ou fala (Rodrigues et al., 2020). Em

seguida, o microrganismo entra no corpo de uma pessoa saudavel pelas vias aéreas
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superiores e segue rumo as vias aéreas inferiores, especificamente o espago
alveolar (Figura 1), onde estabelece o sitio primario da infec¢do (Rodrigues et al.,
2020). Ao chegar nos alvéolos, o primeiro contato do Mtb é com os macrofagos
residentes e as células dendriticas intersticiais, que imediatamente fagocitam o
bacilo por meio de receptores de reconhecimento padrdo (Pattern Recognition
Receptor - PRRs) que se ligam a estruturas denominadas padrbes moleculares
associados a patoégenos (Pathogen-Associated Molecular Pattern - PAMP), dando
inicio a resposta imune inata (Rahlwes et al., 2023). Contudo, por conta de
mecanismos adaptativos, algumas cepas de Mtb possuem capacidade de bloquear a
formagao do fagolisossomo — estrutura responsavel pela destruicdo dos patégenos
fagocitados (Schorey et al., 2016) — e utilizar o macréfago como um ambiente ideal
para iniciar sua replicacao (Alsayed et al., 2023).

Os bacilos que sobrevivem as tentativas de fagocitose, se multiplicam de
forma exacerbada no interior do citoplasma dos fagécitos infectados, induzindo a
producdo de uma variedade de citocinas e quimiocinas. Entre essas moléculas, se
destacam o IFN-y (uma das primeiras produzidas), o Fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), interleucina (IL) 18 e IL-2, IL-12 (Alves et al., 2022). Essas citocinas e
quimiocinas realizam a quimiotaxia, recrutando mais células de defesa para o sitio
da infecgdo (como macréfagos nao infectados, monocitos, neutrdéfilos, linfocitos
TCD4+ e TCD8+), ativando a resposta pro-inflamatéria ou Th1 (Mundra et al., 2023;
Alves et al., 2022). As células recrutadas e células epitelioides circundam os
macréfagos infectados e os bacilos livres formando camadas com o objetivo de
conter a infeccdo (Rahlwes et al., 2023; Luies; Du Preez, 2020). Essa estrutura
recebe o nome de granuloma (Figura 1), sendo considerada uma caracteristica
cardinal da tuberculose (Alsayed et al., 2023; Hunter et al., 2020).
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Figura 1 - Ciclo da infec¢ao pulmonar pelo Mtb.

1 . tuberculosis - “ [ ) | | ’
M. tubercul . W_Eﬁw\ \4 % ,»* \‘@ Q@.\/Q

Fonte: Adaptado de Luies e Du Preez (2020).

Legenda: 1- Particulas contaminantes sdo expulsas através da tosse, espirro ou fala; 2- Bacilos viaveis chegam
ao pulmao, especificamente ao saco alveolar e sdo fagocitados pelos macréfagos, desencadeando vias de
sinalizagdo imunolégica e recrutamento de outras células imunes (outros macréfagos, neutréfilos, células natural
killer, etc); 3- Formagdo do granuloma; 4a- Equilibrio entre a resposta imune do hospedeiro e o quadro
infeccioso, mantendo a estrutura do granuloma; 4b- Granuloma de desintegra, permitindo a saida dos bacilos

que podem infectar o hospedeiro ou serem expelidos pelas vias aéreas superiores.

E no interior do granuloma que os macréfagos controlam a infecgéo utilizando
oxido nitrico (ON), enquanto paralelamente estimulam a produgéo de IFN-y (Mundra
et al., 2023) que é uma citocina responsavel pela manutencao do estado inflamatério
até que o patdgeno seja eliminado (Shanmuganathan et al., 2022). Na maioria dos
casos, 0 granuloma consegue restringir a evolugdo da infecgdo, mantendo um
equilibrio entre a invasividade do Mtb e a resposta imune do paciente — esse estado
de equilibrio € conhecido como ILTB (Gong; WU, 2021) —. Se esse equilibrio é
desfeito (normalmente em casos de coinfecgdo com HIV, quando o paciente tem

ativagdo da doencga e consequentemente uma redugao dos linfécitos TCD4+), ocorre
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a progressao da ILTB para a doenga ativa. Esse processo ocorre devido a ativagao
dos bacilos dormentes e da sua liberagao para outros locais (Luies; Du Preez, 2020;
Chai et al., 2020; Schorey et al., 2016).

1.3 Panorama geral da tuberculose no Brasil e no mundo

Em 2015, estimava-se que cerca de '3 da populacdo mundial estivesse
infectada pelo Mtb, sendo as regides da Africa e da Asia as com maior coeficiente de
adoecimento (Figura 2) (WHO, 2016). Por conta disso e de outros fatores, durante a
70° Assembleia Geral das Nagdes Unidas, que ocorreu em 2015, foram propostos
17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) a serem alcangados até 2030
(UN, 2015). Esses objetivos visam melhorias na qualidade de vida da populagao
mundial, permitindo que todos possam desfrutar de paz e prosperidade (UN, 2015).
Dentre os 17 objetivos, o “ODS 3: Saude e Bem-estar”, propde a erradicacdo das
epidemias de AIDS, tuberculose, malaria e doengas tropicais negligenciadas, além

do combate a hepatite e doengas transmissiveis (Brasil, 2024a; UN, 2015).

Figura 2 - Estimativa do coeficiente de Tuberculose no mundo em 2015 por 100 mil habitantes

Casos estimados de TB por 100 mil hab.
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B 200-299
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Fonte: WHO (2016).
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Em paralelo a criagao dos ODS, a OMS criou uma classificagao de paises em
prioridade no combate da TB. Nela, o Brasil ocupava 192 posicdo em carga da
doenca e 20? em coinfeccdo TB/HIV. Além disso, estimou-se que para alcangar os
primeiros objetivos da estratégia anti-TB, seria necessario uma redugéo anual de 4%
a 5% no coeficiente de incidéncia da TB até 2020 (WHO, 2016).

Em resposta ao compromisso global estabelecido pela Organizacdo das
Nacdes Unidas (ONU), o governo brasileiro criou o “Plano Nacional pelo Fim da
Tuberculose” (PNFTB), que criava uma estratégia dividida em quatro fases
(2017-2020, 2021-2025, 2026-2030 e 2031-2035), na qual meta final € chegar em
2035 com menos de 10 casos a cada 100 mil habitantes e o numero de o6bitos
inferior a 230 por ano (Brasil, 2017).

O Brasil seguia em ascenséo para cumprir com as metas estabelecidas pelo
PNFTB, porém entre os anos de 2020 a 2023, o mundo sofreu um grande impacto: a
pandemia da COVID-19. Durante esses anos, a maioria dos esforcos dos
profissionais de saude foi direcionado para a contencdo do SARS-CoV-2,
impactando negativamente no acompanhamento e na notificagdo de doengas que
antes ja eram ditas negligenciadas (Dias et al., 2020). Em reflexo da situagao
global, no Brasil entre os anos de 2020 e 2021, houve uma redugao na realizagao
dos exames de testagem rapida para TB (Figura 3B), que foi acompanhada também
pela reducdo dos casos diagnosticados (Figura 3A), sendo a situagdo normalizada
somente no final de 2021 (Brasil, 2022a). Estima-se que houve uma redugao de 18%
nos casos de TB por todo o mundo, refletindo uma possivel subnotificagdo devido a
pandemia do SARS-CoV-2 (Pai et al., 2022).
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Figura 3 - (A) Casos diagnosticados de TB (B) Total de exames realizados para diagnéstico da TB

por meio do teste rapido molecular para TB no Brasil (2019 a 2021)
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Em 2023, o Brasil teve uma cobertura de 89% de tratamento da doencga,

mostrando uma grande evolu¢do quando comparado com os dados de 2022 (83%)

(Brasil, 2024b). Tal evolugcdo é fruto principalmente do aumento na triagem e

diagndstico correto dos casos de TB e do tratamento preventivo dos pacientes com
ILTB (Brasil, 2024b). A incidéncia de TB no Brasil reduziu de 38,0 casos a cada
100.000 habitantes em 2022 para 37,0 em 2023 (Figura 4), criando expectativas

para um possivel movimento de recuperagdo dos indices pos COVID-19 (Brasil,

2024a). Ao analisar sob uma o6tica mundial, de um total de 30 paises com maior

carga de TB, o Brasil ficou entre os sete com maior sucesso no tratamento da

doenga, possuindo uma cobertura maior que 80% (Brasil, 2024b). Em paralelo,

assim como em 2015, o Sudeste Asiatico e a Africa seguem liderando os niveis de
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incidéncia de TB (Figura 5), e a regidao das Américas (tendo o Brasil como epicentro)
obteve uma estimativa de incidéncia 3,2% para cada 100.000 habitantes (WHO,
2024).

Figura 4 - Coeficiente de incidéncia e niumero de casos novos de TB no Brasil de 2013 a 2023
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Figura 5 - Estimativa do coeficiente de Tuberculose no mundo em 2023 por 100 mil habitantes.
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E amplamente comentado na literatura que a parcela populacional em
situacdo de vulnerabilidade socioeconémica é a mais acometida pela TB (Macedo et

al., 2017; Paiva et al., 2019; Martins et al., 2025), sendo esse um padrao antigo de
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comportamento da doenga, uma vez que durante os primeiros casos diagnosticados
no Brasil, a TB era reconhecida como "praga dos pobres” (Guimaraes et al., 2018).
No Brasil, sdo consideradas populacbes em situagcao de vulnerabilidade para TB:
pessoas privadas de liberdade (PPL); pessoas em situagao de rua (PSR); casos de
coinfec¢cao de TB/HIV; e indigenas. (Brasil, 2019). Além disso, sabe-se que o Brasil
€ um pais em desenvolvimento, no qual a populacédo preta e parda esta sujeita a
menor nivel de escolaridade, menor indice de acesso a saude e menor renda
(Tomasiello et al., 2023; Matos; Tourinho, 2018; Le&o et al., 2017). Em concordéancia
com esses fatos, em 2023 a maioria dos casos de TB diagnosticados eram
protagonizados por homens entre 20 e 34 anos (33,8%), nos quais 51,8% se
declararam pardos (Brasil, 2024a).

Paralelamente, ainda se faz necessario falar sobre uma das principais
ameacas no avango do controle da TB: a drogarresisténcia. Existem duas principais
formas de resisténcia: resisténcia adquirida (aquela que ocorre quando a bactéria
desenvolve resisténcia apds o inicio da profilaxia/tratamento); e resisténcia primaria,
na qual o paciente ja € infectado com uma cepa resistente as drogas de primeira
linha (Sharfadi; Sule, 2025). Entre 2015 e 2023, o perfil de resisténcia mais
observado foi a resisténcia a rifampicina (Figura 6), seguido pela monorresisténcia
(resisténcia a uma das quatro principais drogas usadas no tratamento) (Brasil,
2019).

Figura 6 - Numero de casos novos de tuberculose drogarresistente segundo o padréo de resisténcia
inicial. Brasil, 2015 a 2023
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Atualmente, uma dos grandes desafios no combate da TB-DR ¢ a dificuldade
de conclusao do tratamento, em virtude do longo tempo de duracéo (18-20 meses),
que acaba levando ao abandono (Brasil, 2024a). Esse cenario € ainda mais
preocupante entre pacientes com a faixa etaria de 15-29 anos, que reingressaram
no tratamento (ap6s abandono) e com menos de oito anos de escolaridade, visto
que a literatura aponta serem os mais propensos a abandonarem o tratamento
(Viana et al., 2018).

1.4 Diagnostico e tratamento

A unido de uma sintomatologia nao especifica com a falta de conhecimento
da populagdo mais acometida, faz com que a TB seja uma doenca de dificil
diagndstico (Craciun et al., 2023). Atualmente, a doenga é considerada como um
diagndstico clinico diferencial em casos de febre de origem desconhecida, perda de
peso de procedéncia incerta, pneumonias sem resolugdo e em pacientes com
quadro de tosse prolongada sem causa conhecida (Brasil, 2019).

Somente depois da avaliagao clinica, o profissional ird encaminhar o paciente
para realizacdo dos exames laboratoriais que confirmardo ou ndo a presenca do
Mtb, sendo eles o teste rapido molecular para TB (TRM-TB ou GeneXpert), a
baciloscopia do escarro e a cultura (Brasil, 2019). Além desses, também podem ser
realizados exames de imagem (Raio-X) que atuam como ferramenta auxiliadora na
triagem da infec¢ao pulmonar (Brasil, 2019).

O TRM-TB é um teste molecular que detecta se ha o gene do Mtb na amostra
do paciente, sendo também capaz de identificar se o bacilo que infecta aquele
paciente possui resisténcia a rifampicina (RR), um dos principais farmacos usados
no tratamento da TB (Lopes et al., 2020). Dessa forma, o primeiro teste realizado
durante a suspeita (em casos novos) de TB é o TRM-TB. Se positivado, o enfermo
sera encaminhado para o inicio do tratamento com o esquema basico (EB) ou, se for
identificada resisténcia a rifampicina, o TRM-TB € repetido e o paciente €&
encaminhado para a referéncia terciaria (ambulatério de referéncia para o
tratamento da TB-DR) (Figura 7) (Brasil, 2019). Para pacientes com quadros de
recidiva ou volta apos abandono, os testes que devem ser utilizados sdo a
baciloscopia e a cultura, uma vez que o TRM-TB identifica o material dos bacilos

mesmo estando mortos ou inviaveis (Brasil, 2019).
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Figura 7 - Fluxo do diagndstico da TB pulmonar baseado no TRM-TB.
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Atualmente, o tratamento para TB tem o tempo minimo de seis meses e é
feito com um regime de quatro drogas (rifampicina, isoniazida, pirazinamida e
etambutol - EB) (Fiocruz, 2022; Brasil, 2019). Em casos de TB-DR, é necessaria a
realizagao do teste de sensibilidade para identificagcdo do padrédo de resisténcia e, a
partir disso, é feito um esquema terapéutico personalizado para o paciente (Brasil,
2025b).

Para identificacdo dos casos de ILTB, € de suma importancia descartar TB
ativa (Brasil, 2025a). Excluida essa possibilidade, pode ser realizado a prova
tuberculinica (Purified Protein Derivative - PPD) ou ensaios de liberagcdo do
interferon-gamma (/Interferon-Gamma Release Assays — IGRA) (Brasil, 2019). O
principio do IGRA consiste em dosar os niveis IFN-y no sangue de pacientes com
suspeita de ILTB, através do estimulo com antigeno especifico do Mtb para células
TCD4+ e TCD8+ (Goletti et al., 2022). O IGRA possui diversas vantagens quando
comparado ao PPD, dentre elas as mais significativas sdo nao ter reagao cruzada

com a vacina BCG (Bacilo de Calmette-Guérin) e a reducdo de possiveis erros
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sistematicos de leitura do resultado por parte do profissional responsavel (Brasil,
2022b).

No Brasil, o teste do IGRA foi inserido no sistema publico de saude em
novembro de 2020, sendo realizado principalmente na populagdo com maior risco de
desenvolver infecgdo ativa (pessoas vivendo com HIV com contagem de linfocitos
T-CD4+ menor que 350 células/mm?3, criangas contatos de casos de TB ativa (entre
dois e dez anos) e pessoas candidatas a transplante de células-tronco) (Brasil,
2022b; Brasil, 2020). Apdés a implementagao da vigilancia dos casos de ILTB pelo
Ministério da Saude em 2018, constatou-se um aumento gradual no numero de
pessoas que realizaram o tratamento preventivo para TB (Brasil, 2024a). Em 2022,
foi adicionado mais uma opcao de esquema terapéutico para ser usado (3HP -
rifapentina associada a isoniazida), que reduziu o tempo de tratamento de seis a
nove meses para trés meses (Brasil, 2022b). A possibilidade de redugédo no tempo
de tratamento tornou o novo regime amplamente utilizado, sendo aplicado em 52,4%
dos tratamentos iniciados em 2023 e representando 80% (mais de 10 mil pacientes)

dos tratamentos concluidos até o final do ano de 2022 (Brasil, 2025a).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar e comparar os niveis de IFN-y e IP-10 no sobrenadante de cultura de

sangue total de pacientes com TB ativa e latente.

2.2 Objetivos Especificos

e Quantificar os niveis de IFN-y e IP-10 no sangue dos pacientes com TB ativa
e ILTB;
e Avaliar IP-10 e IFN-y como potenciais biomarcadores para diferenciar a forma

ativa da tuberculose e latente.
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3. METODOLOGIA

3.1 Desenho do estudo e amostra

Foi realizado um estudo do tipo transversal analitico para avaliar o perfil
imunolégico das moléculas IFN-y e IP-10 em um grupo amostral de 20 pacientes
infectados, subdividido em: TB (n=10) e ILTB sem sintomatologia (n=10). Além disso,
foi incluido no estudo um grupo controle de 10 individuos saudaveis e nao infectados
pelo M. tuberculosis, confirmados pelo imunoensaio Quantiferon TB Gold (Qiagen).
Todos pacientes sdo provenientes do servico publico de saude de Recife,
especificamente da Policlinica Agamenon Magalhdes. Todos tiveram o diagndstico
clinico e/ou laboratorial confirmatdrio para infecgao pelo Mtb.

Foram considerados aptos para as analises todos os pacientes maiores de 18
anos com diagndstico clinico e/ou laboratorial (Gene X-pert; baciloscopia ou cultura)
confirmado para TB pulmonar e que ainda nao tivessem comegado o tratamento.
Paralelamente, foram excluidos todos os pacientes que ja estivessem em tratamento
para TB, que tivessem outra forma de TB que ndo a pulmonar e que estivessem
infectados por outra micobactéria. Ja o grupo controle foi formado por contatos dos
pacientes com TB ativa que tiveram a auséncia do Mtb confirmada pelo imunoensaio

Quantiferon TB Gold (Qiagen) através de dois resultados negativos.

3.2 Coleta de Dados Clinicos e Laboratoriais

Todos os pacientes foram coletados entre 2016 e 2024, sofrendo uma
interrupcao entre os anos de 2020 e 2022 devido a pandemia do COVID-19. Os
pacientes concordaram em participar do estudo de forma voluntaria, apos a
explicagdo detalhada sobre os objetivos da pesquisa e a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Junto com o termo, foi respondido um
questionario padronizado para coleta de dados sociodemograficos (idade, sexo,
escolariade e situacao trabalhista) e fatores de risco para TB (tabagismo, etilismo,
vacinagdo com a BCG) que podem ser observados na Tabela 1. Além disso, foram
coletados dados clinicos (como comorbidade, sintomatologia e tipo de tosse) obtidos

através da analise dos prontuarios dos pacientes (Tabela 2). Por fim, foram
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coletadas amostras de sangue (4 mL) de pacientes em tubos de coleta do kit

Quantiferon TB Gold (Qiagen).

Tabela 1 - Distribuicdo dos pacientes segundo as variaveis sociodemograficas e
clinico-comportamentais separados pelos tipos de infecgao.

TB (n=10) ILTB (n=10)
Idade 44 (21 - 63) 46 (19 - 84)
Sexo
Feminino 3 (30%) 7 (70%)
Masculino 7 (70%) 3 (30%)
Tabagismo
Tabagista 2 (20%) 8
Nao tabagista 5 (50%) 8 (80%)
Ex-tabagista 3 (30%) 2 (20%)
Etilismo
Etilista 1(10%) 1(10%)
Nao etilista 6 (60%) 9 (90%)
Ex-etilista 3 (30%) -
BCG
Sim 8 (80%) 8 (80%)
Nao 1 (10%) 2 (20%)
Nao consta 1(10%) -
Raca
Branca 2 (20%) =
Parda 6 (60%) 10 (100%)
Preta 1(10%) -
N&o consta 1(10%) -
Escolaridade
Analfabeto 1 (10%) 2 (20%)
Fundamental Incompleto 3 (30%) 1(10%)
Fundamental Completo 3 (30%) 2 (20%)
Médio Incompleto : 1(10%)
Médio Completo 1 (10%) 3 (30%)
Superior Incompleto = =
Superior Completo 1 (10%) 1(10%)
N&o consta 1(10%) -
Situacao trabalhista
Auténomo 3 (30%) 2 (20%)
Afastado = -
Aposentado - 1(10%)
Carteira assinada 1 (10%) -
Desempregado 5 (50%) 5 (50%)
Estudante : 1(10%)
Informal = 1(10%)
N&o consta 1(10%) -

Fonte: A autora (2025).
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Tabela 2 - Distribuicdo dos pacientes segundo as variaveis clinicas e separados por tipos de infecgao.

TB (n=10) ILTB (n=10)
Comorbidade
Diabetes 1(10%) 2
Hipertensao - 1(10%)
HIV - -
Alergia 2 (20%) 1(10%)
DPOC - -
N&o possui 7 (70%) 8 (80%)
Sintomatologia
Sem sintomas . 3 (30%)
Cansaco 9 (90%) 5 (50%)
Perda de peso 9 (90%) 1(10%)
Sudorese noturna 6 (60%) 1(10%)
Febre 10 (100%) 2
Tosse
Seca 1 (10%) =
Com expectoracdo 3 (30%) 2(20%)
Com sangue 2 (20%) .
Sem tosse 4 (40%) =

Fonte: A autora (2025).
Legenda: Tuberculose (TB); Infecgao Latente por Tuberculose (ILTB); Doenga Pulmonar Obstrutiva
Cronica (DPOC).

3.3 Imunoensaio de infeccao pelo M. tuberculosis

Para o imunoensaio dos pacientes com TB e ILTB, foi utilizado o kit
Quantiferon TB Gold (Qiagen), em que o sangue foi coletado em trés tubos que
incluiam um tubo de controle nulo (NILL), um tubo com antigeno de TB e um tubo
com mitégeno (MIT). Em seguida, os tubos foram incubados a 37°C por 18h em 5%
de tensdo de CO,. Por fim, o sangue foi centrifugado a 3500 rpm por 15 minutos
com 0 de frenagem. O sobrenadante foi coletado e armazenado no freezer a -80°C

para futuras dosagens de IP-10 e IFN-y.
3.4 Detecgao dos niveis de IFN-y e IP-10 por citometria de fluxo (CBA)
Os niveis de IFN-y e IP-10 foram analisados a partir dos sobrenadantes de

cultura de sangue total dos tubos NILL do kit Quantiferon TB Gold Plus (Qiagen). As

amostras foram analisadas e quantificadas pelo sistema Cytometric Bead Array
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(CBA), utilizando os kits Human IP-10 Flex Set e Human IFN-y Flex Set, seguindo a
metodologia sugerida pelo fabricante (BD Biosciences) com algumas adaptacoes
requeridas. Por fim, os dados foram adquiridos no citdmetro de fluxo FACScalibur do
Nucleo de Apoio Tecnoldgico (NPT) do Instituto Aggeu Magalhaes - FIOCRUZ/PE e

as analises realizadas através do Software FCAP Array (BD Biosciences).

3.5 Tratamento estatistico

A analise foi realizada através do software PRISM 8 MacOs® (E.U.A.), onde
os resultados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk. O
teste Mann Whitney foi utilizado para avaliar as diferengas entre os niveis de IP-10.
Ja para IFN-y, foi feito o teste F (ndo paramétrico e ndo pareado). Todas as

conclusdes foram tomadas ao nivel de significancia de 5%.

3.6 Comité/Comissao de ética

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto
Aggeu Magalhaes/Fiocruz (CAEE: 97931218.1.0000.5190) (Anexo A).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise do perfil de IP-10 e IFN-y nos diferentes grupos estudados

Na analise do IFN-y, os grupos infectados apresentaram niveis superiores,
estatisticamente significativos, quando comparados com o grupo controle
(TB/Controle (p=0,0188) e ILTB/Controle (p=0,0455)) (Figura 8). Sabe-se que IFN-y
€ uma importante citocina envolvida na resposta imune da TB, sendo amplamente
estudado e elucidado que seus niveis encontram-se aumentados em pacientes
infectados quando comparado com pacientes saudaveis, sendo a base do IGRA
(Sampath et al., 2023; Goletti et al., 2022). Por outro lado, estudos ja revelaram que
os niveis de IFN-y ndo conseguem discriminar a ILTB da infecgdo ativa,
permanecendo em niveis similares em quadros de infecgao ativa e latente (Kim et
al., 2020). Nossos resultados corroboram com essas informagdes, uma vez que a
comparagao entre os grupos com infeccdo e o sem infeccdo ndo obteve uma

diferenca estatistica significativa.

Figura 8 - Mediana dos niveis de IFN-y em amostras de pacientes com tuberculose separado por
tipos de infecgao
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Fonte: A autora (2025).
Legenda: Controle (e), Infecgao latente por tuberculose (ILTB) (A), tuberculose (o).
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Na analise do IP-10, os pacientes do grupo TB apresentaram niveis
significativamente mais altos de IP-10 quando comparados com os do grupo ILTB
(p=0,0242) (Figura 9). A avaliagao dos niveis dessa quimiocina vem sendo estudada
como possiveis biomarcadores para discriminagao de ILTB e TB ativa, avaliagao da
resposta ao tratamento, diagnostico de TB infantili e teste de triagem para
diagndstico de TB (Sampath et al., 2023; Goletti et al., 2022). O estudo realizado por
Kumar et al. (2019), revelou que os niveis de IP-10 estdo significativamente
aumentados no plasma de pacientes com TB pulmonar quando comparado com
individuos com ILTB. Além disso, o mesmo estudo revelou que essa quimiocina se
apresentava em maiores niveis em pacientes com cavitagdo pulmonar (lesdo grave
causada no pulméo), sendo dito como um provavel biomarcador de gravidade da
doenga (Kumar et al., 2019). Os achados neste presente estudo corroboram com a
literatura, revelando a capacidade do IP-10 de atuar como um possivel biomarcador
para diferenciacdo entre os quadros de TB ativa e latente. Contudo, mais estudos
devem ser realizados para elucidacdo do comportamento dessa quimiocina no

quadro de pacientes com TB.

Figura 9 - Mediana dos niveis de IP-10 em amostras de pacientes com tuberculose separado por
tipos de infecgao
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Fonte: A autora (2025).

Legenda 4: Controle (e), Infecgao latente por tuberculose (ILTB) (A), tuberculose (o).
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5. CONCLUSAO

A tuberculose, apesar de curavel, segue sendo um dos grandes problemas de
saude publica mundial, acometendo principalmente a populacdo em situagao de
vulnerabilidade social. Com o presente estudo, pode-se notar que esse padrao
segue sendo uma realidade, uma vez que a populagcdo com doenca ativa era
representada majoritariamente por pessoas do sexo masculino, que estava,
desempregadas e que nao concluiram o ensino fundamental.

Do ponto de vista imunolégico, as analises dos niveis de IFN-y sinalizam que
essa citocina esta elevada em pacientes infectados, ndo sendo possivel a
diferenciagcdo entre casos de infecgao ativa e latente. Por outro lado, IP-10 se
revelou um possivel biomarcador para diferenciacdo dos quadros de TB,
apresentando niveis significativamente distintos entre o grupo com TB ativa e ILTB.

Por fim, concluimos que a analise combinada de IFN-y e IP-10 apresenta
potencial para a triagem da infeccdo por Mtb: IFN-y na identificacdo de pacientes
doentes e IP-10 na diferenciagao entre ILTB a doenca ativa. Contudo, mais estudos
devem ser realizados, utilizando analises mais robustas e com amostras
populacionais maiores para para elucidar a capacidade dessas moléculas de serem
biomarcadores para TB. Além disso, € necessario a inclusao de um grupo de
pacientes com TB-DR para compreender e comparar o comportamento dessas

moléculas frente aos diferentes tipos de infecgao.
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Resumo:

A tuberculose (TB) ainda permanece como um dos grandes problemas de salde publica. A emergéncia dos
casos de multirresisténcia as drogas (TB -MDR), juntamente com outros fatores, tem contribuido para que a
TB continue sendo uma das principais causas de morte no mundo embora exista um tratamento especifico e
adequado. A TB-MDR é resistente a pelo menos duas drogas de primeira linha usadas para o tratamento, a
isoniazida (INH) e a rifampicina (RIF). O problema da resisténcia as drogas também se agravou com o
surgimento das cepas de Mycobacterium tuberculosis extensivamente resistentes (TB - XDR). A patogénese
da infecgdo tuberculosa como toda infeccdo bacteriana resulta das interagdes entre o hospedeiro e a
bactéria, e varios estudos tem sugerido que a diversidade genética da M. tuberculosis pode ter importantes
consequéncias clinicas. Estudos sobre o impacto na regulagdo da imunidade do hospedeiro em animais e
humanos tem mostrado que TNF-, IFN-, IL-12 e IL-17 s&o importantes mediadores de uma resposta imune

protetora contra TB.Observa-se que os individuos que possuem infecgdo com
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cepas MDR respondem de forma distinta as drogas de segunda linha, podendo apresentar desfecho clinico
de cura ou falha terapéutica. Porém, néo se sabe que fatores além do genétipo do M. tuberculosis podem
estdo ligados a essa diferenga na resposta terapéutica. Acredita-se que o sinergismo entre as drogas e a
resposta imunolégica do hospedeiro possa auxiliar o entendimento desses desfechos clinicos. Neste estudo
pretendemos investigar se as cepas clinicas de M. tuberculosis com genétipos variados de resisténcia as
drogas de primeira linha usadas no tratamento da tuberculose apresentam imunomodulagdes distintas das

infecgbes causadas pelas cepas sensiveis as drogas.

Hipétese:
Diferentes perfis genotipicos bacterianos de resisténcia estdo associados a modulagao da resposta imune
(Th1 e Th2) de pacientes infectados com M. tuberculosis tratados em centros de referéncia em Pernambuco.

Metodologia Proposta:

Sera realizado um estudo caso-controle de coorte com duragio de seguimento de 6 meses para a avaliagéo
imunolégica de pacientes com tuberculose, sendo no minimo 30 sensiveis e 30 resistentes as drogas
usadas no tratamento da doenga. Todos os pacientes serdo obtidos nos

servigos de salide e hospitais de referéncia para tuberculose de Pernambuco, diagnosticados e tratados
pelos médicos acompanhantes de cada servigo publico de saude. Além disso, sera incluido no estudo um
grupo controle de 30 individuos saudaveis e ndo infectados pelo M. tuberculosis, confirmados pelo teste
tuberculinico ( PPD) . De cada paciente serdo coletados os dados clinicos e epidemiologicos, amostras de
escarro para o isolamento do patégeno e amostras de sangue para avaliar a resposta imunoldgica do
paciente. A genotipagem dos isolados bacterianos sera realizado por MIRU-VNTR e por sequencialmente
parcial dos genes associados a resisténcias as drogas. Para avaliagio da resposta imunolégica, sera
realizado a dosagem de citocinas por citometria de fluxo das amostras de sangue estimuladas com
antigenos especificos para tuberculose e na urina dos pacientes. Os mesmos serdo acompanhados por 6

meses, sendo realizado a coleta das amostras biologicas antes, durante e apds o tratamento.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:
Verificar a associacdo do perfil imunolégico dos pacientes de tuberculose sensiveis e multirresistentes as

drogas com o perfil genotipico dos isolados clinicos de Mycobaterium
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tuberculosis.

Objetivos Secundarios:

- Caracterizar o gendtipos dos isolados de Mycobacterium tuberculosis obtidos dos pacientes com
tuberculose sensivel e resistente as drogas.

- Avaliar os niveis de citocinas no soro e em sobrenadante de cultura de células estimuladas com antigenos
especificos para tuberculose.

- Dosar as citocinas do perfil Th1, Th2 e Th17 e quimiocinas.

- Comparar os perfis imunolégicos dos pacientes com tuberculose de acordo com os genotipos dos isolados
de M. tuberculosis.

- Avaliar os niveis de citocinas/quimiocina na urina dos pacientes em tratamento para tuberulcose.

- Avaliar o potencial das citocinas /quimiocinas como biomarcadores sanguineos e/ou urinarios de resposta
terapéutica da tuberculose.

- Construir biorrepositérios de amostras de DNA/RNA de sangue periférico dos voluntarios participantes do
estudo (saudaveis, pacientes com tuberculose pulmonar se sensivel e resistente as drogas) para futuros
estudos de biomarcadores e polimorfismos genéticos associados a resisténcia ao tratamento da

tuberculose.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Riscos:
Este estudo ndo apresenta riscos para os voluntarios da pesquisa, apenas um pequeno desconforto no

momento da coleta de sangue.

Beneficios:
Este estudo ira favorecer o diagnéstico precoce da Tuberculose resistente as drogas da segunda linha.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A emenda tem como justificativa apresentar as seguintes alteragdes no protocolo:

1. Alteragao do cronograma, solicitando prorrogagdo do estudo, conforme preenchido nas informagées
basicas e no projeto atualizado.

2. Alteragdo de membros da equipe.

Ainda foi apresentado Relatorio parcial: 03/2019 a 04/2023.
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
RelatorioParcial2doprojeto.pdf

AnuenciaRenata.pdf

Emenda2.pdf

ProjetoAtualizado24_04_2023.pdf

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
1. Sobre a emenda, encontra-se aprovada.

2. Sobre o relatério parcial, este deve ser enviado via nofificacdo. Solicita-se que para os futuros relatérios, o
envio seja via notificacdo. O relatério parcial indica que houve as seguintes alteragdes:

I. Houve a inclusdo de se estudar também a presenc¢a de ciocinas/quimicionas na urina da coorte do estudo
e de avaliar a resposta imune dos pacientes durante o tratamento da tuberculose. Portanto, sera realizado
mais uma coleta de amostras biolégicas durante o seguimento da coorte em estudo. Consequentemente, a
urina também sera incluida no biorrepositorio do projeto.

1l. Sobre Cronograma, Devido a baixa adesé@o do grupos de pacientes com tuberculose nas unidades de
salide em participar do seguimento da coorte, é necessario estender o prazo do estudo para concluir os
objetivos propostos.

Ill. Saida e entrada de membros na equipe de pesquisa.

IV. Sobre possiveis resultados, até o momento foi obtido o resultado parcial das citocinas do perfil Th1, Th2
e Th17 e de alguns isolados clinicos de M. tuberculosis dos pacientes com resisténcias as drogas anti-TB .
Os experimentos ainda estdo em andamento, sendo necessario aumentar a N amostral de pacientes para
futuras analises e conclusdo do estudo.

O relatério encontra-se aprovado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
InformagGes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_212826| 24/04/2023 Aceito
do Projeto 4 E2.pdf 10:02:22
Outros RelatorioParcial2doprojeto. pdf 24/04/2023 |Michelle Christiane Aceito

10:00:57 [da Silva Rabello
Outros AnuenciaRenata.pdf 24/04/2023 |Michelle Christiane Aceito
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