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biomarcadores No presente artigo sao revisados o conceito de biomarcadores e biosignature e o seu potencial uso na tuberculose
farmacoldgicos, pediatrica, com aplicagdo no desenvolvimento de novas vacinas e de novos métodos laboratoriais que permitam o
tuberculose, diagndstico mais preciso e a avaliagdo da resposta ao tratamento. Enfatizam-se, também, os métodos que incluem
crianca. a dosagem de anticorpos, citocinas, transcriptomas, proteomas e metabolomas.
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pharmacological, with application in the development of new vaccines and new laboratory methods that allow a more accurate diagnosis
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child. cytokines, transcriptomics, proteomics and metabolomics.
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INTRODUCAO

A tuberculose (TB), cujo agente etioldgico identificado
em 1882 é o Mycobacterium tuberculosis, ainda representa
um desafio para a satde publica no mundo®?. As dificuldades
para o melhor controle dessa doenca estdo relacionadas a
pobreza, ao retardo no diagndstico de casos com TB ativa,
a falta de adesdo ao tratamento, a infeccdo por cepas
resistentes, a coinfecgdo pelo HIV, ao controle inadequado
dos contactantes e o ndo tratamento dos casos de infeccdo
latente pela TB (ILTB)™.

Do ponto de vista pediatrico, o diagndstico da TB
pulmonar se constitui um desafio na pratica clinica, uma
vez que as criancas podem apresentar-se com sinais,
sintomas clinicos e alteragdes radioldgicas inespecificas.
Nesta faixa etaria, as lesdes secundarias a TB comumente
sdo paucibacilares, tornando o isolamento da bactéria dificil.
Soma-se a esse isolamento dificil o fato de as criancas ndo
conseguirem expectorar. Ademais, o risco de adoecimento
€ maior nos dois primeiros anos de infec¢do e as criangas
menores de 5 anos sdo mais susceptiveis a desenvolver formas
graves da doenga?®.

A TB nas criangas pode ser classificada como TB
confirmada, TB ndo confirmada e TB improvavel. A TB
confirmada é aquela em que o resultado da cultura para o M.
tuberculosis e/ou do teste rapido molecular para pesquisa do
DNA bacteriano foram positivos. Na TB ndo confirmada, ndo
houve confirmacgdo bacterioldgica e os individuos tiveram ao
menos dois dos seguintes achados: sintomas ou a radiografia
de torax com achados sugestivos de TB, histdria de contato
para TB, evidéncia ou ndo de infecgdo pelo M. tuberculosis e
adequada resposta ao tratamento especifico. Entende-se por
evidéncia de infec¢do para a TB, o resultado positivo da prova
tuberculinica e/ou a dosagem de interferon gama (lgras). Nos
casos de TB improvavel, os pacientes ndo tiveram confirmacao
bacterioldgica nem preencheram os critérios para TB ndo
confirmada®.

Esta classificacdo, recentemente proposta por Graham
et al., inclusive para uniformizacdo da classificacdo dos casos
em estudos com TB pediatrica, demonstra a dificuldade que
ainda temos na definigdo desses casos e como novos métodos
diagndsticos podem contribuir para confirmar os casos de
TB com bacteriologia negativa, evitando assim o tratamento
desnecessario desses pacientes. Da mesma forma, o controle
laboratorial da resposta ao tratamento nos pacientes com TB
ndo confirmada ou improvavel apresenta limita¢des. Os casos
de TB extrapulmonar também costumam ser paucibacilares®.
Estas situacGes em que ndo ha confirmacdo bacterioldgica
constituem ainda um desafio na pratica clinica pediatrica.

Até o momento, distinguir entre ILTB e TB ativa pode
ser dificil e os métodos laboratoriais disponiveis como o
teste tuberculinico e a dosagem de interferon gama nado
permitem esta diferencia¢do®. Discriminar essas duas situagdes
é fundamental. Primeiro, o diagndstico de ILTB, em que o
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paciente esta infectado e ndo apresenta sinais e sintomas
de TB pulmonar ou extrapulmonar, permite o uso de apenas
um farmaco, a isoniazida, por seis meses, conforme indicado
atualmente pelo Ministério da Saude’.

Tal medida diminui o risco de adoecimento do paciente.
Além disso, a dificuldade em discriminar as duas situagdes
pode levar ao tratamento equivocado de um caso de ILTB
com trés ou quatro medicamentos, dependendo da idade do
paciente e também o uso de monoterapia, com isoniazida para
casos de TB ativa. Ambos os tratamentos, quando realizados
de maneira equivocada, contribuem para a elevagdo da
morbidade da populagdo afetada.

Ainda hoje, a vacina BCG, disponivel para uso em dose
Unica nas criangas ao nascimento, protege apenas contra as
formas disseminadas da doenca (TB miliar e meningoencefalite
tuberculosa), com uma protegdo que ndo ultrapassa 80%?:.

Nesse contexto, o melhor conhecimento das
caracteristicas biolégicas do agente etiolégico, bem como a
sua interagao com o hospedeiro por meio da mensuragdo de
biomarcadores, podem promover o desenvolvimento de novos
métodos laboratoriais que possam contribuir na resposta a
esses desafios e, consequentemente, no melhor controle da
doenga.

BIOMARCADORES E BIOASSINATURA:
DEFINICAO

Os biomarcadores sdo definidos como moléculas
que tém a caracteristica de medir e expressar um processo
bioldgico normal, um processo patogénico e também
a resposta terapéutica a intervencdo farmacoldgica®t®.
O biomarcador pode ser origindrio do patégeno ou do
hospedeiro, podendo ser detectado através de uma Unica
medida em uma amostra ou através de um estimulo, in vivo ou
in vitro. Quando caracteristico de uma doenca, o biomarcador
ou a biosignature tem a possibilidade de ser utilizado como
teste diagndstico®.

A bioassinatura é definida como um “set” ou conjunto
de biomarcadores.

Em uma doenca tdo complexa como a TB, que ainda
apresenta tantos desafios, a dosagem de varios ao invés
de um biomarcador parece ser mais eficaz na tentativa de
elucida-los™.

BIOMARCADORES NA TUBERCULOSE:
POTENCIAIS DE APLICABILIDADE NA
PRATICA CLINICA PEDIATRICA

A descoberta de novos biomarcadores abre uma
perspectiva para a sua utilizagdo em diferentes situagdes
clinicas de desafio enfrentadas para o melhor controle da TB.

Algumas caracteristicas sdo importantes para um bom
biomarcador: diferenciar individuos saudaveis e com TB ativa,
normalizar com o tratamento e ser reprodutivel em diferentes



populagdes com relagdo ao desfecho clinico®®. Outro aspecto
interessante relativo aos biomarcadores é a possibilidade de
ser mensurado em outros espécimes clinicos tais como sangue,
urina e ar exalado, dentre outros*?.

O desenvolvimento de pequenos dispositivos portateis
- um teste point of care - para a dosagem de biomarcadores,
em amostras que ndo o escarro - € uma necessidade para
o atendimento inicial dos pacientes com suspeita de TB.
Como nas criangas e nos pacientes com coinfecgdo TB/HIV a
qualidade do escarro coletado é prejudicada e a sensibilidade
da baciloscopia é baixa, um teste rapido com potencial de ser
realizado em outras amostras e que apresente moderada a
elevada sensibilidade e alta especificidade pode ser de grande
utilidade?.

Ainda sob o ponto de vista de diagndstico, seria
interessante um marcador que indicasse aqueles individuos
com maior risco de adoecimento ou de evolucgdo de ILTB para
TB ativa®.

Com relagdo ao tratamento, os biomarcadores podem
ser Uteis na detecc¢do de casos com possibilidade de receber
esquemas terapéuticos de menor duragdo, prever o risco de
recaida e também avaliar a resposta ao tratamento®.

Para o desenvolvimento de novas vacinas, os
biomarcadores tém o potencial de identificar moléculas
mais imunogénicas, quantificar a reatividade de células T
aos antigenos vacinais e determinar a durabilidade desta
resposta em relagdo a dose da vacina e quanto ao uso ou ndo
de adjuvante®.

A INTERAGAO DO MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS COM O HOSPEDEIRO

Ainfeccdo pelo M. tuberculolosis desencadeia resposta
imune humoral, com a sintese de anticorpos de varios isotipos
(IgA, 1gM e 1gG) contra os antigenos das micobactérias e
também a resposta imune celular, com ativagdo de mondcitos,
macréfagos e linfécitos!t. Assim, tanto a dosagem de
anticorpos especificos como de produtos liberados por células
ativadas - enzimas, citocinas, transcriptomas, proteomas e
metabolomas - tém o potencial de serem biomarcadores
uteis no melhor conhecimento do agente etioldgico e de sua
interacdo com o hospedeiro.

Sabe-se que existe uma complexa interagdo entre
a epidemiologia, o agente infeccioso e o hospedeiro com
relacdo ao desenvolvimento da doenca. Tal complexidade de
interacdo se justifica pelo fato de que a resposta a um agravo
infeccioso depende de multiplos fatores. O grande desafio se
constitui em definir um biomarcador que reflita essa interacdo
e se constitua uma ferramenta que podera potencialmente
desempenhar um papel relevante ao diferenciar as criangas
saudaveis daquelas com TB ativa, além de retornar aos niveis
normais com a instituicdo da terapéutica e ser replicavel em
outras populagdes.
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DOSAGEM DE ANTICORPOS CONTRA
ANTIGENOS DO MYCOBATERIUM
TUBERCULOSIS

A dosagem sérica de anticorpos especificos nos casos
de TB pediatrica é instigante, visto que esta analise ndo
precisa de coleta de material do sitio de infec¢do e pode
ser mensurada de forma répida e com relativo baixo custo,
utilizando dispositivos simples'***,

Na infancia, ao avaliarmos os testes diagndsticos
envolvendo a dosagem de imunoglobulinas, é necessario
considerar alguns aspectos do sistema imune neste grupo
etario. Nos lactentes e nas criancas menores, o sistema
imune ainda esta em desenvolvimento. Os recém-nascidos
inicialmente respondem aos antigenos com maior sintese
de IgM. A protegdo pela IgG se da principalmente pela
passagem deste isotipo a partir da placenta e a IgA é
fornecida principalmente pelo leite materno'®’. Os niveis das
imunoglobulinas IgM, IgG e IgA atingem valores proximos aos
adultos aos 2, 6 e 10 anos, respectivamente?®. Varios estudos
referentes ao uso da sorologia como método diagndstico na TB
foram realizados em adultos. Achkar & Ziegenbalg® realizaram
uma revisdo sobre o tema em Pediatria e encontraram 23
artigos. Nesta revisdo, foram encontradas grandes varia¢des
entre os niveis de anticorpos; a sensibilidade variou de 14 a
85% e a especificidade de 86 a 100%.

Os autores destacam dificuldades em comparar
os resultados entre esses estudos devido a diferencas na
metodologia entre eles, tais como: idade dos pacientes,
antigenos distintos (Ag5, “old tuberculina”, A60 (ANDA-
TB) 16KDA, 30 KDA, 38 KDA, PPD, ESAT-6, TBLG, LOS, DAT,
PGBTb1,complexo Ag 85 e CFP 10), isotipo avaliado (IgM, 1gG,
IgA e IgE), isolados ou combinados, uso de kits comerciais ou
métodos in house e tipo de TB apresentada pelos pacientes
nas pesquisas (confirmada, ndo confirmada e improvavel)**>.

Quanto ao tipo de TB, estudos avaliando a sorologia
demonstram que nos pacientes com lesdes cavitarias, e
consequentemente maior carga bacilar, o nivel de anticorpos
é maior provavelmente devido a maior estimulo antigénico
e maior resposta inflamatdria’®?. Ressalta-se que as lesdes
cavitarias sdo achados menos frequentes nos casos de TB
pulmonar em criangas quando comparadas com adolescentes
e adultos?.

Outro aspecto a ser considerado em relacdo ao uso
deste método em TB pediatrica é a relagdo dos niveis de
anticorpos antiantigenos das micobactérias e a vacinagdo
prévia com BCG. Estes anticorpos sdo influenciados pela idade
da crianga, tempo de vacinacdo com BCG, antigeno e isotipo
testado®. Alguns estudos encontraram niveis mais elevados
para determinado antigeno quando comparadas criancas
vacinadas e ndo vacinadas?%. No entanto, de uma forma geral,
diversos autores mostraram que a histdria prévia de vacinacdo
BCG ndo influencia os niveis de anticorpos para diferentes
antigenos testados?®.
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Atualmente, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
ndo recomenda a utilizagcdo de testes soroldgicos para o
diagndstico de TB nas diversas faixas etarias?.

CITOCINAS

As citocinas, secretadas pelas células ativadas por
antigenos do M. tuberculosis, tém potencial para serem
utilizadas como biomarcadores em TB, especialmente na
distincdo entre ILTB, TB ativa e outras doencas pulmonares.
Para serem potenciais biomarcadores, as moléculas avaliadas
devem apresentar algumas caracteristicas como: estarem
“upregulated” nos casos de TB ativa quando comparadas
com individuos com ILTB e saudaveis, e serem secretadas
pelas células estimuladas especificamente por antigenos
especificos do M. tuberculosis. Algumas citocinas podem
ser liberadas por macrofagos e células T inespecificas e
apresentarem-se elevadas em varias doencgas. Estas citocinas
ja foram detectadas em niveis elevados em pacientes com TB:
[-309, CXCL9, IL-10, IL-6, IL-7, IL-8, G-CSF, TGF-B1, CCL2, IL2,
IL13 e TNF-F o

A dosagem de IP-10 (interferon gamma inducible
protein 10) tem sido avaliada em pesquisas relacionadas a TB
pediatrica. Jenum et al.?® encontraram resultados promissores
avaliando criancas na india, quando associaram a analise desta
citocina ao interferon gama.

A comparacdo entre os resultados dos estudos
avaliando citocinas em TB pode ser dificil, pois ha diferenca
entre as citocinas e os métodos utilizados para identifica-las?.

A dosagem da citocina interferon-gama (Igras) esta
disponivel comercialmente para uso na pratica clinica. Tem
a vantagem de ndo sofrer a interferéncia da vacinagdo BCG
nem ao contato prévio com outras micobactérias. No entanto,
esse método laboratorial ndo permite a diferenciacdo entre
ILTB e TB ativa. Em criangas menores de 2 anos este método
apresenta limitag6es®. No Brasil, ndo esta disponivel para uso
nas unidades publicas de saude.

TRANSCRIPTOMAS

A leitura de parte do DNA resulta em moléculas de
RNA -os transcriptos. A colegdo de transcriptos é denominada
transcriptoma. A avaliagao dos transcriptomas permite analisar
em uma célula quais gens estdo ou ndo ativados nas diversas
circunstancias. A maioria dos transcriptos é formada de RNA
mensageiro que esta diretamente relacionado a sintese de
proteinas®.

Um estudo prospectivo, realizado em criangas com
suspeita de TB, infectadas ou n3o pelo HIV, na Africa do
Sul, Malawi e Quénia, identificou uma assinatura de 51
transcriptos, que possibilitou a diferenciacao entre TB e outras
doengas. A sensibilidade foi de 82,9% e a especificidade de
83,6%, para o diagndstico nos pacientes com TB confirmada
por cultura. A sensibilidade foi de 62,5 a 82,3%, 42,1% a
80,8% e 35,3 a 79,6%, respectivamente, nas criangas com TB
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altamente provavel, provavel ou possivel respectivamente,
mas com a cultura negativa?.

PROTEOMAS

O conjunto de proteinas expresso por determinada
célula, nas diversas situa¢Ges, denomina-se proteoma.
Inicialmente, proteinas do M. tuberculosis foram identificadas
por meio de métodos imunoldgicos e bioquimicos. A partir
dos anos 90, novas tecnologias como a eletroforese 2-D e a
espectrometria de massa vém permitindo a identificagdo de
diversas proteinas desse microorganismo?.

A analise de diferentes componentes celulares pode
identificar marcadores imunogénicos, de viruléncia, de
estado de laténcia ou atividade, que podem ter utilidade no
desenvolvimento de novas vacinas, drogas e ferramentas para
um diagnédstico mais preciso da TB?.

Alguns exemplos de proteinas, entre outras, ja isoladas:
Rv0899, que permite a sobrevivéncia da bactéria em pH baixo,
Rv2246, envolvida na sintese de acido micélico presente na
parede celular do M. tuberculosis e patogénese e Rv2873, uma
lipoproteina presente em maior quantidade no M. bovis do
que no M. tuberculosis®®3:,

METABOLOMAS

A metabolémica é o estudo do repertério de metabdlitos
de uma célula, érgdo ou organismo. Assim como as outras
“Gmicas”, a metabolomica é uma ferramenta de larga escala,
mas tem a vantagem de prover o retrato de um organismo
em um determinado instante. Sua capacidade de detecgcdao
estd limitada a moléculas de tamanhos reduzidos, cuja massa
atdbmica é menor que 3.000. Steve Oliver, da Universidade de
Manchester, descreveu a metabolémica como: “um grupo de
metabdlitos de baixo peso molecular, que sdo dependentes
do contexto ao qual estes metabdlitos estdo inseridos e que
variam de acordo com a fisiologia e estado patoldgico ou de
desenvolvimento da célula, tecido, 6rgdo ou organismo®2.

Na analise metabol6mica sdo estudados uma grande
variedade de compostos quimicos, incluindo: agulcares,
aminoacidos, esteroides, acidos graxos, fosfolipidios e acidos
organicos. Esses metabdlitos podem ser divididos com base na
solubilidade em solugdes aquosas. Os métodos de metabolémica
convencional tém enfatizado no estudo de extratos de moléculas
solliveis em agua, encontradas no citoplasma celular. Compostos
hidrofébicos como os acidos graxos e colesterol sdo normalmente
encontrados na superficie celular e sdo objetos de estudo de uma
subespecialidade da metabolomica, a lipidomica®.

Um fator do M. tuberculosis que pode ser explorado
para o desenvolvimento de novas ferramentas diagnédsticas
é a parede celular. Cerca de 40% do peso seco da parede
celular do M. tuberculosis é composto de lipidios e um tergo
do seu genoma é devotado a biossintese e metabolismo de
lipidios®**. Uma analise de lipidémica recente mostrou que
o M. tuberculosis contém cerca de 5.000 espécies lipidicas®.



O M. tuberculosis constantemente remodela o
conteldo de lipidios da parede celular em resposta as
condi¢Ges estressantes impostas pela resposta imune do
hospedeiro®. Mudangas na composic¢do lipidica da parede
celular resultam em uma maior concentragao de lipidios menos
imunogénicos na parede celular, o que parece contribuir
para que o M. tuberculosis estabelega uma infec¢cdo de longo
prazo3>3¢,

Outro mecanismo observado durante a infecgdo e que
também é dependente dos lipidios do M. tuberculosis é a
alteragdo da homeostase lipidica nas células do hospedeiro.
Alguns lipidios do M. tuberculosis sdo capazes de estimular o
acumulo de gotas de lipidios contendo colesterol, triacilglicerol
e fosfolipidios, resultando na formag¢do dos macréfagos
espumosos. Essa condigdo parece criar um ambiente propicio
a sobrevivéncia do M. tuberculosis no meio intracelular®.

A metabolémica e a lipiddmica podem detectar os
subprodutos do metabolismo bacteriano e as alteragdes
metabdlicas ocorridas no hospedeiro. Essas informacdes
podem ser usadas na identificagdo de biomarcadores paraa TB.
Em um estudo piloto, Frediani et al.? realizaram uma analise
de metabolémica em plasma de individuos diagnosticados
com TB ativa e nos comunicantes sauddveis.

Nesse estudo os autores identificaram diversos
metabdlitos que se mostraram quantitativamente distintos
entre esses dois grupos. A identificagcdo putativa desses
metabdlitos revelou, por exemplo, o aumento do aminoacido
glutamina, do glicolipidio de parede celular do M. tuberculosis,
trealose-6-mycolato, e de uma resolvina da série D, nos
individuos infectados?.

Em um outro estudo, a analise de metabolémica
identificou 20 metabdlitos que permitiram, consistentemente,
distinguir individuos com TB ativa e latente. Além de prover
biomarcadores metabdlitos para TB, essa ferramenta também
mostrou que a infecgdo pelo M. tuberculosis altera metabdlitos
associados a anti-inflamagdo, imunossupressdo e estresse®.

E possivel que as alteragdes lipidicas ocorridas no
hospedeiro e decorrentes da infeccdo pelo M. tuberculosis
possam ser detectadas a partir da andlise de lipidomica
no soro ou plasma dos pacientes com TB. A detecgdo do
glicolipidio do M. tuberculosis trealose-6-mycolato em
pacientes com TB (Frediani et al.*) cria a perspectiva de que:
1 - novas ferramentas diagndsticas baseadas na detecgdo de
compostos lipidicos do M. tuberculosis sejam desenvolvidas
e 2 - outros lipidios da parede celular do M. tuberculosis
sejam identificados no soro de pacientes com TB e permitam
uma melhor compreensao das alteragdes lipidicas do M.
tuberculosis durante a infecgao.

Em conjunto, as modificagdes da composicdo lipidica da
parede celular do M. tuberculosis e as alteragées na homeostase
lipidica no hospedeiro durante a TB podem ser detectadas
pelas andlises de lipiddmica. Essas informagdes podem ser
Uteis para a identificagdo de potenciais biomarcadores capazes
de prever a progressdo da TB latente para a doencga ativa®.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Em uma doenca tdo complexa como a TB, a descoberta de
novos biomarcadores pode contribuir para melhor compreensao
e potencial resolugdo de desafios relacionados a prevencao,
ao diagnostico (fundamental em criangas) ao tratamento e ao
desfecho clinico. O manuseio adequado de tal agravo de satide na
faixa etaria pediatrica podera resultar em menor morbimortalidade
da populagdo acometida pela doencga.
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