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RESUMO

Objetivo: Correlacionar mediadores inflamatorios e parametros bioquimicos em pacientes com tuberculose (TB)
pulmonar ativa atendidos em um hospital publico, em S3do Luis, MA. Métodos: Trata-se um caso-controle de pa-
cientes com diagndstico positivo para TB pulmonar ativa. Amostras de soro dos pacientes e grupo controle foram
coletadas para os experimentos clinicos e os dados epidemioldgicos foram coletados por meio de prontuarios e
entrevistas. O grupo controle foi formado por voluntarios saudaveis sem contato prévio com casos de TB, pareados
com idade e sexo ao grupo clinico. Para dosar citocinas inflamatoérias, utilizaram-se os kits Human IL-6 ELISA Set e
Human IFN-y ELISA Set. Mediu-se o estresse oxidativo pela quantificacdo das espécies reativas do acido tiobarbitu-
rico (TBARS) e éxido nitrico (ON). Na bioquimica, mediram-se os niveis de acido Urico, anti-estreptolisina-O (AEO),
alanina aminotransferase (ALT), amilase, aspartato aminotransferase (AST), célcio, colesterol total, gama glutamil
transferase (Gama GT), glicose, fosfatase alcalina, lipoproteina de alta densidade (HDL), proteina C reativa (PCR)
e triglicerideos. A analise estatistica foi realizada pelo software GraphPad Prism 8, com p<0,05 significativo. Re-
sultados: O grupo clinico foi formado por 53 pacientes. Houve uma diminuigdo significativa de IFN-y (p<0,0001),
e aumento significativo de IL-6 (p<0,0001). A producdao de TBARS aumentou significativamente (p= 0,0414). Nao
houve diferenca significativa na producdo de ON (p= 0,3194). Na bioquimica, houve aumento significativo em ALT
(p= 0,0072), AST (p= 0,0016), gama GT (p= 0,0011), fosfatase alcalina (p<0,0001), PCR (p<0,0001) e triglice-
rideos (p= 0,0343), e diminuicdo significativa de calcio (p<0,0001). Encontrou-se correlagdo positiva significativa
entre IL-6 e IFN-y (p= 0,0448), assim como AST e ALT (p<0,0001); PCR e gama GT (p<0,0001); gama GT e
ALT (p= 0,0016); gama GT e AST (p= 0,0004); triglicerideos e colesterol (p= 0,0002); fosfatase alcalina e gama
GT (p<0,0001); PCR e fosfatase alcalina (p<0,0001); triglicerideos e calcio (p= 0,0121); colesterol e calcio (p=
0,0261); glicose e colesterol (p= 0,0373); e triglicerideos e glicose (p= 0,0127) na bioquimica, sendo negativa
significativa entre glicose e acido urico (p= 0,0092); e PCR e HDL (p= 0,0037). A correlagdo entre marcadores infla-
matorio e bioquimicos foi positiva entre IL-6 e gama GT (p= 0,0011); IL-6 e PCR (p<0,0001); IL-6 e fosfatase alca-
lina (p= 0,0076); e ON e triglicerideos (p= 0,0016), e negativa significativa entre IFN-y e colesterol (p= 0,0171) e
TBARS e colesterol (p= 0,0138). Conclusdes: Observou-se imunossupressao da atividade de IFN-y. Encontrou-se
correlacdo entre IL-6 e marcadores bioquimicos inflamatorios, indicando dano e lesdo causados por M. tuberculosis.

Palavras-chave: Bioquimica, Citocinas, Mediadores da inflamagdo, Tuberculose pulmonar.

INTRODUCAO

A tuberculose (TB) € uma doenca infectoconta-
giosa foco de preocupacdo das autoridades de salde
mundial. E causada por bactérias do género Myco-
bacterium spp., principalmente Mycobacterium tuber-
culosis, e, apesar de todos os avangos em relagao
a melhorias nos sistemas de salde e ampla imple-
mentacdo nos programas de controle, a TB continua
sendo uma das grandes ameacas a saude publical.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), todos os anos, cerca de 10 milhdes de
pessoas sao acometidas com TB, levando aprox-
imadamente 1,6 milhdoes a oObito. Estima-se que
um quarto da populacdao mundial esteja infecta-
da por M. tuberculosis e 5-15% dessa estimativa
desenvolverao TB na forma ativa. No Brasil, em
2021, foram notificados 88 mil casos de TB, sendo
29%, mulheres e 68% homens, acima de 15 anos.
A taxa de incidéncia é de 48 pessoas por 100 mil
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habitantes com mortalidade em 2,8 casos em 100
mil habitantes. A cobertura universal de salde e
protecao social para o tratamento da TB, em 2021,
foi de 76% dos casos?. No Maranhao, foram reg-
istrados 2.885 casos, no mesmo periodo, sendo
1.364 notificacGes somente na capital Sdo Luis3.

Pertencendo a um grupo denominado Com-
plexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC), as mico-
bactérias causadoras de TB sdo bactérias da familia
Mycobacteriaceae, bacilos ndo esporulados, aerdbi-
cos, ndo moveis, com formato ligeiramente curvo,
que apresentam ramificacdes em sua parede celular
complexa de acidos micolicos e dificulta sua perme-
abilidade. Essa diminuicdo na permeabilidade car-
acteriza esses microrganismos como acido-alcool
resistente, identificados por coloracdes especificas,
como Ziehl-Neelsen, visto que ndo podem ser clas-
sificadas segundo a coloracdo de Gram?*.

A fisiopatologia da TB humana causada por
MTBC, em especial M. tuberculosis, € um com-
plexo processo de interagdao entre o sistema imu-
nolégico do hospedeiro e fatores bacterianos.
A patogenia de M. tuberculosis deriva de sua ca-
pacidade de manipular macrdéfagos, granulomas e
o metabolismo celular do hospedeiro, com adap-
tacdes evolutivas de transmissibilidade e evasdo
do sistema imunoldgico®.

A patogénese comega com a inalagdo de
particulas infeciosas transportadas pelo ar con-
tendo goticulas com bacilos de Mycobacterium
sp., advindas de um individuo com TB ativa. Uma
vez nos alvéolos pulmonares, as micobactérias
sdo fagocitadas por fagdcitos, os quais servem
como nicho primario favoravel para a multiplica-
cdo de M. tuberculosis, que possui mecanismos
de imunoevasdo para resistir a acdo dos agentes
microbicidas produzidos no fagolisossomo, como
as espécies reativas de oxigénio (EROs)¢.

Os sistemas imune inato e adaptativo tra-
balham em conjunto para a contengao e elimina-
cdo da micobactéria. Na resposta inata, diferen-
tes vias de sinalizagdo, a exemplo a via STING
(do inglés, stimulator of IFN genes), induzem a
producdo de interleucinas sinalizadoras de células
Natural Killer (NK), como interleucina 12 (IL-12) e
interleucina 23 (IL-23). Células NK ativadas pro-
duzem interferon gama (IFN-y), que induz a su-
perativacdo de fagdcitos para o killing das mico-
bactérias fagocitadas. Na imunidade adaptativa,

a resposta celular mediada por células T atua in-
duzindo: a) o killing bacteriano pela secrecao de
IFN-y por células T CD4+ diferenciadas em efeto-
res Thi, sob influéncia de IL-12/IL-23, resultando
na ativacao de fagdcitos; b) o killing celular por
células citotéxicas T CD8*, eliminando as mico-
bactérias que escapam vesicula fagocitica®”’.

As bactérias intracelulares resistentes ao
killing fagocitario podem causar ativagdo cronica
e persistente de macréfagos e células T, levando
a lesdes teciduais e formacao de granulomas cir-
cundando as micobactérias. Esse granuloma pode
conter a infeccdo, porém pode causar perda de
funcao associada a necrose e fibrose tecidual, ca-
racteristicas clinicas da TB. Uma falha nesse sis-
tema de contengdo, principalmente associada a
imunossupressdo, pode causar a liberacdo de M.
tuberculosis para o meio extracelular, com ativa-
cdo primaria/reativacdo da TB®°,

As altas taxas de incidéncia, adjunto com as
taxas de morbimortalidade, retratam o enorme im-
pacto da infeccdo por TB humana. Dessa forma, en-
tender os fatores associados a resposta imunoldgica
contra M. tuberculosis é importante para a montagem
de um perfil dos pacientes e, consequentemente, a
elaboracdo de estratégias de controle e tratamento.
Portanto, esse trabalho objetivou correlacionar me-
diadores inflamatorios e parametros bioquimicos em
pacientes com TB pulmonar ativa atendidos em um
hospital publico, em S&o Luis, MA.

METODOS

Populacgao de estudo e coleta de dados

Trata-se de um estudo caso-controle, com
coleta de amostras clinicas de pacientes com diag-
noéstico positivo para TB pulmonar ativa. A amostr-
agem foi por conveniéncia, sendo coletada em um
hospital de referéncia no diagndstico de TB em Sao
Luis, MA, entre o periodo de janeiro de 2021 a
agosto de 2022, mediante aprovacgao e assinatu-
ra do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) pelos voluntarios (CEP n° 4.657.164).

Os dados clinicos-epidemioldgicos foram
coletados por meio de entrevistas e prontuari-
os dos pacientes. As variaveis analisadas para
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caracterizar o grupo clinico foram sexo, idade,
forma de diagndstico, sinais e sintomas, vaci-
nacdo prévia com vacina BCG (Bacilo Calmette-
Guérin), comorbidades, coinfeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), etilismo, tab-
agismo, além de peso e altura para estipulacdo
do indice de massa corporal (IMC). Para as aval-
iacOes séricas, foram coletadas amostras de soro.

Como critérios de inclusdo, foram seleciona-
dos pacientes com diagndstico de TB pulmonar ativa,
que ainda ndo haviam iniciado o tratamento, apre-
sentando sintomatologia caracteristica, radiografia
do térax sugestiva, exame de baciloscopia e/ou teste
rapido molecular para TB (TRM-TB) positivos. Foram
excluidos pacientes em tratamento, com dados clini-
cos-epidemioldgicos incompletos, que ndo permitis-
sem a coleta da amostra de soro para as analises
séricas e/ou se recusassem a assinar o TCLE.

Para a formacdao do grupo controle, vol-
untarios saudaveis foram recrutados, desde que
ndo possuissem contato prévio com casos de TB,
sem nenhum tipo de manifestacao clinica, além de
atenderem ao critério de idade e sexo pareados
ao grupo clinico. Voluntarios que faziam o uso de
imunossupressores ou gestantes foram excluidos.

Processamento do soro das amostras
clinicas e grupo controle

Foram coletadas amostras sanguineas dos
pacientes e voluntarios saudaveis em tubos para
coleta de sangue a vacuo sem anticoagulante e
com gel separador VACUETTE® (Greiner Bio-one,
Kremsmuster, Austri). O material foi enviado para
o Laboratério de Patogenicidade Microbiana, da
Universidade CEUMA. Os tubos com as amostras
coaguladas foram centrifugados a 1.500 rpm, por
10 minutos, para separagdo do soro. Aliquotas
com aproximadamente 500 pL foram preparadas
em microtubos (KASVI, PR, Brasil) e armazena-
das a -80 °C, para conservacao e analises futuras.

Analise dos niveis séricos de citocinas
inflamatérias (IFN-y e IL-6)

Para dosar os niveis séricos de citocinas in-
flamatérias, utilizaram-se os kits Human IFN-y
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ELISA Set e Human IL-6 ELISA Set (BD Biosciences,
Oxford, UK), seguindo os protocolos do fabricante.

Analise dos marcadores para o
estresse oxidativo

Quantificacdo de espécies reativas do acido
tiobarbiturico — TBARS

Para a avaliacdo de TBARS, utilizou-se a met-
odologia de Chaves et al.'®, com modificagdes. Em
microtubos de 2 mL (KASVI, PR, Brasil), adicio-
nou-se 50 PL de soro do grupo clinico ou controle,
500 pL de acido tiobarbitarico 1% (v/v), 5 pL de
hidroxido de sodio 10 M (p/v) e 250 uL de acido fos-
férico 20% (v/v). As solugbes foram incubadas em
banho-maria com agua fervente durante 15 minu-
tos. Apds esse periodo, os tubos foram resfriados em
temperatura ambiente. Adicionou-se 1 mL de alcool
butilico absoluto, sendo os tubos agitados em vor-
tex por 1 minuto. As amostras foram centrifugadas
a 1.500 rpm, por 15 a 20 minutos. Por fim, 200 uL
do sobrenadante foi retirado e adicionado em micro-
placa de 96 pocos (KASVI, PR, Brasil), sendo lido em
espectrofotémetro a 535 nm. Para mensurar o valor
da concentragdo de TBARS, foi utilizado a metod-
ologia segundo Buege e Aust!!, com coeficiente de
extingdo (absortividade molar) 1,53 mM-icm.

Quantificacdo de éxido nitrico (ON)

Para a avaliagcdo de ON, utilizou-se a met-
odologia de Griess!? e Wang et al.!3, com mod-
ificagdes. Utilizou-se o reagente de Griess,
preparado em partes iguais de sulfanilamida 1%
(reagente A) (p/v) e N-1-naphtyl-ethylenodiam-
ina 0,1% (reagente B) (p/v), diluidos em acido
fosforico 2,5% (v/v). Em uma placa de 96 pocos
(KASVI, PR, Brasil), adicionou-se 50 pyL de soro
do grupo clinico e controle, e 50 uL do reagente
de Griess. A curva padrdo foi criada a partir da
microdiluicdo (1:2) de nitrito de sédio 1 nM/mL.
A microplaca foi posta em repouso por 15 minu-
tos, em ambiente escuro. Apds o repouso, o re-
sultado foi lido em espectrofotdmetro a 535 nm.

Analise dos marcadores bioquimicos

Para a avaliacdo de todos os marcadores
bioguimicos, utilizou o analisador automatico
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programado LABMAX Plenno (Labtest, MG, Bra-
sil). Mediram-se os niveis séricos de acido urico,
anti-estreptolisina-O (AEO), alanina aminotrans-
ferase (ALT), amilase, aspartato aminotransfer-
ase (AST), calcio, colesterol total, gama glutamil
transferase (Gama GT), glicose, fosfatase alcali-
na, lipoproteina de alta densidade (HDL), protei-
na C reativa (PCR) e triglicerideos. O protocolo
seguiu as recomendacdes do fabricante.

Analise estatistica

Para analise estatistica, utilizou-se o soft-
ware GraphPad Prism 8 (San Diego, CA, USA).
A caracterizacdo da curva padrao e concentragao
dos parametros foi realizada por meio de re-
gressao linear. A comparacdao dos marcadores
do estudo entre o grupo caso e o grupo con-
trole foi realizada por meio de Teste t de Stu-
dent. A analise da correlacdo entre os parametros
avaliados foi realizada por meio da correlagao de
Pearson r, classificada como positiva (r > 0), neg-
ativa (r < 0) ou nula (r = 0), além de fraca (0 < r
< 0,39), moderada (0,4 < r < 0,69) e forte (r =
0,7), seguindo a classificacdo proposta por Baba,
Vaz e da Costa®¥, com adaptacdes. O resultado foi
considerado estatisticamente significativo quando
p<0,05.

RESULTADOS

Aspectos clinico-epidemiolégicos do
grupo de estudo

O grupo de estudo clinico foi formado por
53 pacientes, sendo 40 pacientes do sexo mas-
culino (75,47%) e 13 pacientes do sexo fem-
inino (24,53%), com idade média de 37+13,36
anos. O exame mais realizado para diagndstico
foi o exame de imagem, realizado por 51 paci-
entes (96,23%). Os principais sintomas apresen-
tados foram tosse [47 casos (88,68%)], perda
de peso [46 casos (86,79%)] e febre [42 casos
(79,25%)]. Em relacdo a vacina BCG, 45 paci-
entes (84,91%) apresentavam sinal positivo para
vacinagdo prévia (Tabela 1).

Abordando sobre fatores de risco dos pa-
cientes atendidos, 12 pessoas apresentaram al-
guma comorbidade (22,64%), sendo a diabe-
tes mellitus a mais relatada [9 casos (16,98)].
Nenhum dos pacientes analisados testou positivo
para coinfeccao por HIV. Foi relatado 24 pacientes
(45,28%) que se autodeclaram etilista (consumo
ativo e frequente de bebidas alcodlicas), enquan-
to 18 pacientes (33,96%) relataram o habito do
tabagismo. Em relacdo ao IMC, encontrou-se
uma média de 20,42+3,54 kg/m2, sendo a maio-
ria classificada em seu peso normal [34 casos
(64,15%)], enquanto 13 casos estavam abaixo
do peso (24,53%) e seis casos estavam com so-
brepeso (11,32%) (Tabela 1).

Analise dos niveis séricos de citocinas
inflamatérios (IFN-y e IL-6)

Em relacdo aos niveis de mediadores in-
flamatdrios no grupo clinico, quando comparado
ao grupo controle, houve uma diminuicdo sig-
nificativa (p<0,0001) na produgdao da citocina
IFN-y (Figura 1A), ao passo que a produgao de
IL-6 aumentou significativamente (p<0,0001) em
relacdo aos voluntarios saudaveis (Figura 1B).

Analise dos marcadores para o
estresse oxidativo

Ao se analisar a quantificagdo da producao
de TBARS, observou-se um aumento significativo
do estresse oxidativo nos pacientes com TB ativa,
em relacdo ao grupo controle (p= 0,0414) (Figura
2A). No entanto, quando avaliado pelo método de
quantificacdo do ON, ndo houve diferenca signif-
icativa entre os grupos (p= 0,3194) (Figura 2B).

Analise dos marcadores bioquimicos

Quando avaliados os parametros bioquimi-
cos e comparados ao grupo controle (Figura 3),
0s marcadores que apresentaram um aumento
de producdo significativo foram ALT (p= 0,0072)
(Figura 3C), AST (p= 0,0016) (Figura 3E), gama
GT (p= 0,0011) (Figura 3H), fosfatase alcalina
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Tabela 1
Aspectos clinico-epidemioldgicos dos pacientes com tuberculose pulmonar ativa atendidos em um hospital publico,
Sdo Luis, Maranhdo, Brasil (2022).

Variaveis n % Média+DP
Sexo
Masculino 40 75,47
Feminino 13 24,53
Idade (anos) 37+13,36
18-25 11 20,75
26-33 13 24,53
34-41 9 16,98
42-49 8 15,09
>50 12 22,64
Forma de diagndstico
Exame de imagem 51 96,23
Baciloscopia 29 54,72
TRM-TB 24 45,28
Cultura 1 1,89
Sinais e sintomas
Tosse 47 88,68
Perda de peso 46 86,79
Febre 42 79,25
Fraqueza 29 54,72
Perda de apetite 27 50,94
Mal-estar 23 43,40
Inapeténcia 13 24,53
Hemoptise 12 22,64
Alergia 2 3,77
Vacinagdo com BCG
Vacinado 45 84,91
Nado vacinado 8 15,09
Comorbidades
Com comorbidade 12 22,64
Diabetes mellitus 9 16,98
DPOC 1 1,89
Hipertensao 1 1,89
Retocolite 1 1,89
Rinite 1 1,89
Gastrite 1 1,89
Sem comorbidade 41 77,36
HIV
Negativo 53 100
Positivo - -
Etilismo
Sim 24 45,28
Nao 29 54,72
Tabagismo
Sim 18 33,96
Nao 35 66,04
IMC (kg/m2) 20,42+3,54
Peso normal 34 64,15
Abaixo do peso 13 24,53
Acima do peso 6 11,32

Legenda - TB: Tuberculose; n: Contagem absoluta; %: Contagem percentual; BCG: Bacilo Calmette-Guérin; DP: Desvio Padrdo; TRM-
-TB: Teste rapido molecular para tuberculose; DPOC: Doenga pulmonar obstrutiva crénica.
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(p<0,0001) (Figura 31), PCR (p<0,0001) (Figura
3L) e triglicerideos (p=0,0343) (Figura 3M). Além
disso, observou-se uma diminuigdo significativa
(p<0,0001) dos niveis séricos de calcio no grupo
clinico (Figura 3F).

Correlagao entre os diferentes grupos
de parametros analisados

A andlise de correlacdo permite verificar o
grau de dependéncia estatistica linear entre dif-
erentes variaveis, ou seja, qual a afinidade entre
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diferentes tipos de parametros. Os mediadores
inflamatdrios, bioquimicos e de estresse oxidativo
foram contrapostos para avaliar essa correlagdo
de parametros no grupo clinico, sendo os resulta-
dos a seguir expostos na Figura 4.

Quando se analisa a correlacdo entre as
medicdes das citocinas, observa-se uma cor-
relacdo positiva fraca (r= 0,2767) entre IL-6 e
IFN-y, ou seja, o aumento na producdo de IL-6
pode estar relacionado ao aumento da produgédo
de IFN-y, sendo diretamente proporcionais, ainda
que seja uma relacdo fraca, porém significativa
(p= 0,0448).
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Figura 1: Andlise de citocinas inflamatdrias dos pacientes com TB pulmonar ativa atendidos em um hospital publico, S&o Luis,
Maranhao, Brasil (2022). A - Comparagéao dos niveis séricos de IFN-y entre o grupo TB ativa e grupo controle (*p<0,0001);

B - Comparagao dos niveis séricos de IL-6 entre o grupo TB ativa e grupo controle (*p<0,0001). Analise realizada utilizando o
Teste t de Student. IFN-y: Interferon gama; IL-6: Interleucina 6; TB: Tuberculose; *: Significancia (p<0,05).
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Figura 2: Andlise de estresse oxidativo dos pacientes com TB pulmonar ativa atendidos em um hospital publico, Sao Luis,
Maranhao, Brasil (2022). A - Comparacao dos niveis séricos de TBARS entre o grupo TB ativa e grupo controle (*p= 0,0414); B -
Comparagao dos niveis séricos de ON entre o grupo TB ativa e grupo controle (p= 0,3194). Analise realizada utilizando o Teste t
de Student. TBARS: Substancias reativas do acido tiobarbiturico; TB: Tuberculose; ON: Oxido Nitrico. *: Significancia (p<0,05).
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Em relagdo aos parametros bioquimi-
cos, avalia-se que a correlacao pode ser obser-
vada de forma positiva forte entre: AST e ALT
(r= 0,7608; p<0,0001); e PCR e gama GT (r=
0,7029; p<0,0001). As correlagdes positivas
moderada foram: gama GT e ALT (r= 0,4232,
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p= 0,0016); gama GT e AST (r= 0,4698, p=
0,0004); triglicerideos e colesterol (r= 0,4838;
p= 0,0002); fosfatase alcalina e gama GT (r=
0,6737; p<0,0001); e PCR e fosfatase alcalina
(r= 0,5578, p<0,0001). Das correlacdes positi-
vas fracas, as significativas foram: triglicerideos e
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Figura 3: Analise de marcadores bioquimicos dos pacientes com TB pulmonar ativa atendidos em um hospital publico, Sdo
Luis, Maranhao, Brasil (2022). A - Comparagéo dos niveis séricos de acido urico entre o grupo TB ativa e grupo controle
(p=0,1382); B - Comparagéao dos niveis séricos de AEO entre o grupo TB ativa e grupo controle (p= 0,1438); C - Compara-
¢do dos niveis séricos de ALT entre o grupo TB ativa e grupo controle (*p= 0,0072); D - Comparagdo dos niveis séricos de
amilase entre o grupo TB ativa e grupo controle (p= 0,3542); E - Comparagéo dos niveis séricos de AST entre o grupo TB
ativa e grupo controle (*p= 0,0016); F - Comparacéo dos niveis séricos de calcio entre o grupo TB ativa e grupo controle
(*p<0,0001); G - Comparagao dos niveis séricos de colesterol entre o grupo TB ativa e grupo controle (p= 0,5326); H - Com-
paracdo dos niveis séricos de gama GT entre o grupo TB ativa e grupo controle (*p= 0,0011); | - Comparagao dos niveis sé-
ricos de glicose entre o grupo TB ativa e grupo controle (p= 0,0761); J - Comparagao dos niveis séricos de fosfatase alcali-
na entre o grupo TB ativa e grupo controle (*p<0,0001); K - Comparacéo dos niveis séricos de HDL entre o grupo TB ativa e
grupo controle (p= 0,1057); L - Comparagao dos niveis séricos de PCR entre o grupo TB ativa e grupo controle (p<0,0001);
M - Comparagéo dos niveis séricos de triglicerideos entre o grupo TB ativa e grupo controle (*p= 0,0343). Analise realizada
utilizando o Teste t de Student. Ac. Urico: Acido Urico; TB: Tuberculose; AEO: Anti-estreptolisina-O; ALT: Alanina aminotrans-
ferase; AST: Aspartato aminotransferase; Gama GT: Gama glutamil transferase; HDL: Lipoproteina de alta densidade; PCR:

Proteina C reativa; *: Significancia (p<0,05).
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Figura 4: Andlise da correlagdo entre mediadores inflamatérios e marcadores bioquimicos do grupo dos pacientes com TB
pulmonar ativa atendidos em um hospital publico, Sdo Luis, Maranhao, Brasil (2022). IL-6 e IFN-y: positiva fraca (r= 0,2767;
*p=0,0448); TBARS e ON: negativa fraca (r= -0,0873, p= 0,5426); IL-6 e TBARS: negativa fraca (r= -0,2228; p= 0,1161);
IFN-y e TBARS: positiva fraca (r= 0,1378; p= 0,3350); IL-6 e ON: negativa fraca (r= -0,1533; p= 0,2730); IFN-y e ON: negati-
va fraca (r=-0,2502; p= 0,0708); AST e ALT: positiva forte (r= 0,7608; *p<0,0001); PCR e gama GT: positiva forte (r= 0,7029;
*p<0,0001); Gama GT e ALT: positiva moderada (r= 0,4232, *p= 0,0016); Gama GT e AST: positiva moderada (r= 0,4698,
*p= 0,0004); Triglicerideos e colesterol: positiva moderada (r= 0,4838; *p= 0,0002); Fosfatase alcalina e gama GT: positiva
moderada (r= 0,6737; *p<0,0001); PCR e fosfatase alcalina: positiva moderada (r= 0,5578, *p<0,0001); Triglicerideos e
calcio: positiva fraca (r= 0,3422, *p= 0,0121); Colesterol e célcio: positiva fraca (r= 0,3055; *p= 0,0261); Glicose e coleste-
rol: positiva fraca (r= 0,2868; *p= 0,0373); Triglicerideos e glicose: positiva fraca (r= 0,3402; *p= 0,0127); Glicose e acido
urico: negativa fraca (r= -0,3543; *p= 0,0092); PCR e HDL: negativa fraca (r=-0,3918; *p= 0,0037); IL-6 e gama GT: positiva
moderada (r= 0,4373; *p= 0,0011); IL-6 e PCR: positiva moderada (r= 0,6893; *p<0,0001); IL-6 e fosfatase alcalina: positiva
fraca (r= 0,3629; *p= 0,0076); IFN-y e colesterol: negativa fraca (r= -0,3262; *p= 0,0171); TBARS e colesterol: negativa
fraca (r=-0,3427; *p= 0,0138); ON e triglicerideos: positiva moderada (r= 0,4239; *p= 0,0016). Analise realizada utilizando

a Correlagao de Pearson r. IL-6: Interleucina 6; IFN-y: Interferon gama; TBARS: Substancias reativas do acido tiobarbitu-
rico; ON: Oxido Nitrico; Ac. Urico: Acido urico; AEO: Anti-estreptolisina-O; ALT: Alanina aminotransferase; AST: Aspartato
aminotransferase; Gama GT: Gama glutamil transferase; HDL: Lipoproteina de alta densidade; PCR: Proteina C Reativa; *:
significancia (p<0,05).
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calcio (r= 0,3422, p= 0,0121); colesterol e calcio
(r= 0,3055; p= 0,0261); glicose e colesterol (r=
0,2868; p= 0,0373); e triglicerideos e glicose (r=
0,3402; p= 0,0127). Se tratando das correlagdes
negativas fracas, detectou-se: glicose e acido Uri-
co (r= -0,3543; p= 0,0092); e PCR e HDL (r=
-0,3918; p= 0,0037).

Expondo a correlacdo entre os mediadores
inflamatdrios e marcadores bioquimicos avali-
ados, encontra-se resultados diversos. Obser-
vam-se 0s niveis séricos de IL-6 demonstram
uma correlagdo positiva moderada significativa
com gama GT (r= 0,4373; p= 0,0011) e PCR (r=
0,6893; p<0,0001), além de uma correlagcdo pos-
itiva fraca significativa com fosfatase alcalina (r=
0,3629; p= 0,0076). Enquanto isso, os niveis de
séricos de IFN-y apresentaram somente uma cor-
relacdo negativa fraca significativa com os niveis
de colesterol (r= -0,3262; p= 0,0171), sem mais
associacles de carater inflamatorio.

Ao avaliar a correlagao entre os marcadores
de estresse oxidativo, se observa uma relagao
negativa fraca ndo significativa (r= -0,0873, p=
0,5426) entre a producdao de TBARS e o0s niveis
de ON. Fazendo o contraste com mediadores bio-
guimicos, encontrou-se uma correlagcdo negativa
fraca significativa entre os niveis de TBARS e co-
lesterol (r=-0,3427; p= 0,0138). Comparado aos
niveis de ON, somente o nivel sérico de triglic-
erideos apresentou uma correlagdo positiva mod-
erada significativa (r= 0,4239; p= 0,0016).

Avaliando uma correlacao entre mediadores
inflamatdrios e marcadores de estresse oxidati-
vo, ndo se observou correlagao significativa entre
IL-6 e a quantificagdo de TBARS (r= -0,2228; p=
0,1161), sendo classificada como negativa fra-
ca, enquanto contrastado com IFN-y, apresentou
uma correlagdo positiva fraca nao significativa
(r=0,1378; p= 0,3350). Encontrou-se a mesma
correlagdo negativa fraca ndo significativa entre
IL-6 e ON (r= -0,1533; p= 0,2730), da mesma
forma entre IFN-y e ON (r= -0,2502; p= 0,0708).

DISCUSSAO

O IFN-y e a interleucina 6 (IL-6) sdo
exemplos de citocinas atuantes durante o
estabelecimento da resposta imune contra TB. O

Medicina (Ribeirdo Preto) 2023;56(3):e-208110

Santos DCP, Sales ACS, Silva DHS, Amorim EAF, Lobato SJABB, et al

IFN-y, pertencente a classe do interferon do tipo
II, € um dos mediadores da ativacdo de macro-
fagos para o killing bacteriano de micobactérias
fagocitadas e do combate de infecgdes intrace-
lulares. Enquanto isso, a IL-6 é um importante
indutor imunolodgico de fase aguda, produzida por
estimulos teciduais em resposta ao dano ou es-
tresse, como irradiagdo, EROs, infeccdes e outras
citocinas pré-inflamatdrias’.

Durante o processo de killing bacteriano, as
citocinas, em especial a IFN-y, induzem o aumen-
to da producdo de EROs por fagocitos, como o
ON, para uma atividade microbicida dentro do fa-
golisossomo e consequente inibicao da respiragao
e crescimento de M. tuberculosis. Esse aumento
na produgao de radicais livres, se nao controla-
do, favorece o dano celular tanto da micobactéria
guanto da célula hospedeira por meio de diferen-
tes processos de estresse oxidativo, promoven-
do lesdo tecidual, inflamagdo, aumento de ions
de calcio intracelular e peroxidacdo lipidica das
membranas que pode ser medida pela quantifica-
¢do de TBARS!> 18,

Entendendo esse ciclo da producdo de cito-
cinas e a promogado de estresse oxidativo, é pos-
sivel avaliar os resultados desse estudo sobre a
expressao de cada marcador nos pacientes com
TB pulmonar ativa, além da correlagao entre eles.

Como visto, os pacientes com TB pulmonar
ativa avaliados apresentaram baixa producdo de
IFN-y e alta produgdo de IL-6, com correlagao po-
sitiva fraca entre essas citocinas. Além disso, os
resultados sobre estresse oxidativo foram diver-
gentes: houve aumento na quantificagdo estima-
da de TBARS, indicando peroxidacao lipidica de
membranas, enquanto os niveis de ON se man-
tiveram ao nivel basal, contrariando o aumento
esperado durante a infeccdo por micobactérias.

N3o se observou correlagbes significativas
entre a medicao de citocinas e do estresse oxi-
dativo, como efeito do baixo nivel da producdo
de IFN-y, principal citocina atuante na inducao da
producdo de EROs. Esses resultados podem estar
associados a um quadro de imunossupressado da
resposta mediada por IFN-y, 0 que se revela um
fator importante para o estabelecimento da TB
em sua forma ativa.

Ja foi relatado que os niveis plasmaticos
de IFN-y sdo mais altos em pacientes com TB
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avangada, com maior carga bacteriana intracelu-
lar e ativagdo recorrente de macréfagos, e vao
diminuindo apods o inicio do tratamento. Além dis-
so0, uma alta carga de IFN-y é associada com risco
aumentado de progressao para TB ativa, devido
ao processo inflamatério exacerbado. Uma falha
na mediacdo por essa citocina pode favorecer a
resisténcia da infecgdo por M. tuberculosist®-?°,

Estudos apontam que a susceptibilidade para
o desenvolvimento da TB em sua forma ativa esta
conexa a predisposicdo genética. A suscetibilidade
mendeliana as infeccbes micobacterianas (MSMD)
trata-se de uma imunodeficiéncia rara da respos-
ta mediada por IFN-y ou fatores complementares,
levando ao aumento da suscetibilidade a infecgbes
causadas por micobactérias com diferentes graus de
viruléncia - desde micobactérias ndo tuberculosas
(BCG, por exemplo) a classica agente da tubercu-
lose, M. tuberculosis. Pacientes com MSMD podem
ser predispostos a infecgdes por outros agentes in-
tracelulares, como Salmonella spp. e virus20-2,

A gravidade da doencga e inicio de indicios
clinicos dependem do grau de comprometimento
na via do IFN-y, podendo ser classificado em grau
completo, quando o paciente apresenta infecgoes
disseminadas ainda na primeira infancia, ou par-
cial, quando pode ocorrer apenas infeccdes leves
a moderadas na adolescéncia ou fase adulta®?.

Dos nove fatores genéticos ja associados a
MSMD, sete sdo hereditarios autossémicos, nos ge-
nes da cadeia 1 do receptor de IFN-y (IFNGR1),
da cadeia 2 do receptor de IFN-y (IFNGR2), dos
transdutores de sinal e ativagdo de transcrigdo 1
(STAT1), da subunidade p40 comum a IL-12 e IL-23
(IL12B), da cadeia B1 comum aos receptores para
IL-12 e IL-23 (IL12RB1), da molécula indutora de
IFN-y em sinergismo com IL-12 (ISG15), e/ou do
fator de transcrigdo induzivel por IFN-y (IRF8). As
outras duas mutacles sdo ligadas ao cromossomo
X, sendo no gene modulador do fator nuclear kappa
B (NEMO) e do citocromo B (CYBB)?2°23,

Além da predisposicdo, a prépria fisiopa-
tologia de M. tuberculosis se caracteriza, prin-
cipalmente, pela imunossupressdao da respos-
ta por IFN-y com base nos fatores genéticos da
MSMDS®. Ha evidéncias que M. tuberculosis pode
dificultar a resposta de macréfagos ao IFN-y por
meio do aumento da secrecdo de IL-6 por macré-
fagos infectados, que inibe a expressao de um
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subconjunto de genes responsivos a IFN-y, ao
nivel transcricional, sem inibir a ativacdo ou a fun-
¢do de STAT1. A IL-6 é uma citocina responsavel
pela supressao da resposta Th1, a qual IFN-y esta
associada. Esse processo resulta na incapacidade
do sistema imune de erradicar a infecgao?+2>,

Dessa forma, € possivel notar diversos me-
canismos ligados direta ou indiretamente a ativi-
dade de IFN-y, como a producao de ON, os quais
podem dificultar na resposta imunoldgica contra
bactérias intracelulares, favorecendo imunossu-
pressdo e corroborando com a baixa expressdo
de IFN-y pelos pacientes do estudo.

Além disso, o objetivo desse estudo € a avalia-
cdo da correlagdo entre esses marcadores inflamato-
rios e os marcadores bioquimicos de pacientes com
TB pulmonar ativa. Encontrou-se uma correlagdo po-
sitiva entre os niveis de IL-6 e marcadores bioquimi-
cos inflamatdrios, particularmente gama GT, PCR e
fosfatase alcalina. A imunossupressao de IFN-y nao
permitiu uma correlagdo dessa citocina com marca-
dores bioquimicos de interesse para a pesquisa.

Na literatura, poucos estudos avaliam a cor-
relacdo de marcadores imunoldgicos e bioquimicos
em pacientes com TB. Estudos in vitro apontam
gue fagocitos mononucleares potencializam a se-
crecdo de IL-6 diante da infeccdo por M. tuber-
culosis e seus componentes de viruléncia. Esse
aumento na citocina proé-inflamatéria influencia
diretamente muitos marcadores bioquimicos infla-
matodrios, em especial, os hepaticos de fase aguda,
como a PCR, gama GT e fosfatase alcalina?6-?7,

Foi possivel observar que o grupo de pa-
cientes com TB pulmonar ativa apresentou altera-
cOes significativas em marcadores inflamatérios,
se tratando de ALT, AST, gama GT, fosfatase al-
calina e, principalmente, PCR, além de alteracées
significativas de carater nutricional, demonstrado
pelo aumento no nivel de triglicerideos e diminui-
¢do no nivel de célcio.

E comum que as inflamagdes tuberculosas
causem alteragcdes bioquimicas nos liquidos
biolégicos, sendo esperado que a resposta
imunoldgica desencadeasse aumento dos
marcadores bioquimico de inflamacdo, como PCR. A
alteragdo em marcadores de carater hepatico pode
evidenciar patologias preexistentes, ainda se con-
siderado a possibilidade de haver habitos de vida
etilista e tabagista pelos pacientes atendidos?®-2°,
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A hepatotoxicidade altera importantes indica-
dores bioquimicos diante de uma lesdo, como ALT,
AST, gama GT e fosfatase alcalina, indicando varia-
dos efeitos clinicos e refletindo diretamente na ade-
sao dos pacientes ao tratamento medicamentoso e
seus efeitos colaterais. Muitos estudos avaliam os
efeitos hepatotdxicos dos tratamentos disponiveis
para a TB, como isoniazida, rifampicina e pirazina-
mida. No entanto, poucos sdo os que fazem essa
avaliacdo em pacientes antes do tratamento e geral-
mente ndo apresentam alteragdes significativas3°-3t.

O nivel sérico de PCR é utilizado como mar-
cador para diversas doencas de carater inflama-
torio, como TB ativa. A elevacdo desse indice
neste estudo pode ser associada a condicdo da
fisiopatologia de Mycobacterium spp., juntamente
com a acdo do sistema imune para o combate a
infeccdao®. Altas concentracdes de PCR podem ser
associadas a gravidade de TB e péssimos prog-
nosticos, principalmente entre paciente que apre-
sentam cavitagdo em comparagao com pacientes
que ndo apresentam?32.

Além disso, a TB é uma doenca que aco-
mete principalmente individuos que vivem em
condicbes desprivilegiadas, muitas vezes sem
acesso ao basico de salude e boa alimentagdo.
Notou-se, ainda, que varios pacientes atendidos
nesse estudo apresentaram sintomas de perda de
apetite e, consequentemente, perda de peso, em
decorréncia da infeccdo. Diante disso, é necessa-
rio observar que esses aspectos influenciam em
parametros bioquimicos direta ou indiretamente
ligados ao estado nutricional do paciente com TB
pulmonar ativa33.

O perfil lipidico esta relacionado com o me-
tabolismo de lipoproteinas, as quais podem ser
avaliadas laboratorialmente pela medicagdo séri-
ca de colesterol total, HDL, lipoproteina de baixa
densidade (LDL), lipoproteina de baixissima den-
sidade (VLDL) e triglicerideos?**. Algumas aval-
iacOes nao apontam diferencgas significativas nos
niveis desses parametros em pacientes com TB
ativa, enquanto outros estudos apresentam baix-
as concentracles, associando a caréncias nutricio-
nais3-3, Sugere-se que esta caréncia possa estar
relacionada a gravidade da doencga e promogao de
imunossupressdo do sistema imunoldgico®’.

O célcio é um mineral que desempenha di-
versas fungdes no organismo, como componente
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da formacgdo Ossea, da transmissdao de impulsos
nervosos, da contragcdo muscular, das reagoes de
coagulacdo sanguinea, entre outros®®. Anormal-
idades envolvendo os niveis de calcio ja foram
relatadas em diversos estudo associados a TB,
incluindo a hipocalcemia, considerada uma causa
predisponente da doenga com diminuigao signifi-
cativa de sua concentragao?3, e corroborando com
os resultados encontrados neste estudo.

Essa diminuigdo nos niveis de calcio pode
ser causada por fatores como uma caréncia nutri-
cional e a ma absorcdo associada a TB. Estudos
também apontam que a hipocalcemia pode ser
atribuida a uma absorcdo intestinal prejudicada
ou ingestdo deficiente devido a disturbios alimen-
tares, além da diminuicdo dos niveis séricos de
albumina ou de metabdlitos ativos de vitamina D,
importantes para a absorcdao do calcio39-,

Diante dos resultados da analise bioguimica
e a correlagdo com os marcadores inflamatérios,
€ ressaltado como a imunossupressdo da respos-
ta por IFN-y e, principalmente, o aumento da pro-
ducdo de IL-6 interferem em diferentes fatores,
gue podem exacerbar o processo inflamatorio e
favorecer a infecgao.

A necessidade da monitoragdo desses
parametros antes, durante e apds o estabeleci-
mento da terapéutica, para se conhecer o perfil
inflamatério dos pacientes, juntamente com to-
dos os fatores associados, permite o direciona-
mento mais especifico do tratamento, a melhor
orientacdo dos pacientes e a reducdo da evasao
deles a terapéutica.

CONSIDERAGOES FINAIS

Ao se avaliar os marcadores de inflamacgao,
percebeu-se uma baixa expressao de IFN-y, en-
quanto houve um aumento da producdo de IL-6,
indicando um processo de imunossupressdo com
possivel suscetibilidade genética dos pacientes
atendidos na rede saude publica da cidade de
Sdo Luis. Dessa forma, os niveis de ON, impor-
tante para o combate de micobactérias, também
se apresentaram baixos devido a supressdo de
IFN-y. Ainda assim, observou-se uma peroxidagao
lipidica das membranas celulares pelos niveis de
TBARS. A alteragdao dos marcadores bioquimicos,

11



Correlagéo entre mediadores inflamatorios e bioquimicos

em especial os de inflamagdo e dano hepatico,
permite conhecer o perfil inflamatério dos pacien-
tes, antes do inicio do tratamento, e, assim, di-
recionar tratamentos mais especificos que visem
evitar a evasdo de pacientes devido os efeitos ad-
versos da medicagdo ao longo do tratamento.

A correlacdao entre esses fatores aponta
para atividade simultanea de marcadores inflama-
torios e marcadores bioquimicos a estimulos de
dano e lesao causados por M. tuberculosis, ainda
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