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RESUMO

HERINGER, Rafael Ribeiro. Avaliacdo da resposta IgG, IgA E IgM aos antigenos
MPT-64 e MT-10.3 de Mycobacterium tuberculosis no liquido cefalorraquiano de
pacientes com meningite tuberculosa. Orientadoras: Marzia Puccioni Sohler,
Maria Helena Ferres Saad. Rio de Janeiro: UNIRIO/CCBS, 2006.
Dissertacao (Mestrado em Neurologia)

INTRODUCAO: A meningite tuberculosa (MBK) é a principal forma de acometimento da
tuberculose no sistema nervoso central, sendo considerada um dos tipos mais graves
de tuberculose extra-pulmonar com alto potencial de morbi-mortalidade. Testes
acurados, de simples operacionalidade e de baixo custo sdo importantes para o
diagnéstico precoce da doenca.

METODOS: Enzymed-Lynked Immunosorbent Assay (ELISA) "in-house" foi usado para
detectar 1gG, IgA e IgM contra os antigenos micobacterianos recombinantes MPT-64 e
MT-10.3 no liquido cefalorraquiano (LCR) de 19 pacientes com MBK e 71 pacientes
com cefaléia ou esclerose multipla.

RESULTADOS: A melhor reacao foi obtida com IgG MT-10.3 (100%, 92%), seguida de
IgG MPT-64 (90%, 94%), IgA MPT-64 (90%, 92%), IgM MT-10.3 (90%, 78%), IgA MT-
10.3 (79%, 75%) e IgM MPT-64 (68%, 66%), respectivamente para sensibilidade e
especificidade. A combinacdo dos testes aumenta a sensibilidade porém diminui a
especificidade. Todos os pacientes com MBK responderam positivamente a 1IgG MT-
10.3 (19/19), seqguida por IgG (17/19) e IgA MPT-64 (15/19) e existe uma correlacao
significativa entre a concentracdo proteica alta e a média de reatividade
(p<0,007). A coinfeccdo HIV/MBK néo interfere na reatividade do teste para ambos os
antigenos (p>0,09).

CONCLUSAO: De acordo com o0 nosso conhecimento, este é o primeiro
trabalho mostrando a reacdo imune no LCR de pacientes com MBK ao antigeno MT-
10.3. Considerando que todos os LCR mostraram reatividade ao MT-10.3, este € um
marcador util para o diagnostico da MBK. Estudos futuros devem ser feitos para validar
este teste.
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ABSTRACT

HERINGER, Rafael Ribeiro. Avaliacdo da resposta IgG, IgA E IgM aos antigenos
recombinantes MPT-64 e MT-10.3 de Mycobacterium tuberculosis no liquido cefalorra_
quiano de pacientes com meningite tuberculosa. Orientadoras: Marzia Puccioni
Sohler, Maria Helena Ferres Saad. Rio de Janeiro: UNIRIO/CCBS, 2006.
Dissertacao (Mestrado em Neurologia)

Tuberculous meningitis (MBK) is the most common form of tuberculosis in central
nervous system, has been considered one of the weightiest types of extra-pulmonary
tuberculosis with high potential of morbid-mortality. Development of simple,
reproducible, inexpensive diagnostic test for MBK are important to early diagnosis of
disease.

Enzymed-linked immunosorbent assay (ELISA) “in house” was carried out to detect IgG,
IgM, and IgA against recombinant mycobacterial antibody MT-10.3 and MPT-64 in
cerebrospinal fluid (CSF) of 19 patients with tuberculous meningitis (TMB) and 71
control patients (Multiple Sclerosis or headache).

The best reaction was obtained with IgG MT-10.3 (100%, 92%), followed by IgG MPT-64
(90%, 94%), IgA MPT-64 (90%, 92%), IgM MT-10.3 (90%, 78%), IgA MT-10.3 (79%,
75%) and IgM MPT-64 (68%, 66%), respectively to sensibility and specificity.
Combination of assays increase sensibility although decrease the specificity. All the
MBK patients responded positively to IgG MT-10.3 (19/19), followed by IgG (17/19) and
IgA MPT-64 (15/19) and there is a significant correlation between high protein
concentration and mean of reactivity (p< 0,007). HIV seropositivity did not interfere in the
test reactivity to both antigens (p>0,09).

This is, to the author’s knowledge, the first report to detect antibody against MT-10.3,
showing his potential immunodiagnostic detecting all CSF of TMB positive culture and
showing less than 10% of false-negative. Future studies must be done to validate this
test.
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1- INTRODUCAO

1.1- CONCEITO

A tuberculose (TB) € uma doenca infecciosa cronica, cuja caracteristica principal é a
preferéncia pelo parénquima pulmonar e a transmissao de pessoa para pessoa através
da inalacdo de particulas infectadas por este bacilo (Fundagdo Nacional de Saude,

2002).

Os primeiros relatos histéricos escritos sobre a tuberculose datam de 700 a.C.
Documentos arqueolégicos mostram indicios da doencga no periodo neolitico (5000 a.C.
a 4000 a.C.). Hipdécrates denominava a doenca como phitisis, que significa “derreter”,
“liquefazer” e “esvair-se”. Aristoteles descreveu pela primeira vez a natureza contagiosa
da doenca, mas sé confirmada pela descoberta do agente etiolégico —Mycobacterium
tuberculosis — por Robert Koch (1843-1910), no século XIX. Com a revolugao industrial,
no final do século XVIII e inicio do século XIX, o desenvolvimento das cidades e
proliferacao dos aglomerados urbanos, houve um aumento no numero de casos, e a
mortalidade alcancou cifras de 25% na populacdo adulta na Europa, sendo por isto
chamada de a “peste branca” (Koch, 1882 apud Ayvazian et al, 1993; Wolinsky et al,

1990).

O tratamento baseava-se no repouso ao ar livre em sanatérios especializados, onde

metade dos pacientes morria, e na obliteracdo da cavidade infectada (colapsoterapia).



Com a descoberta e o desenvolvimento das drogas tuberculostaticas, a maioria dos
pacientes tratados obtinha a cura. Em 1946, a estreptomicina passou a ser usada com
sucesso; em 1952, surgiu a isoniazida e, em 1970, a rifampicina. A partir de entao, a

letalidade diminuiu de 50% para menos de 10% (Ayvazian et al, 1993).

A tuberculose meningea (MBK) pode se manifestar como meningoencefalite ou
meningite. E o tipo de acometimento mais comum da tuberculose no sistema nervoso
central (SNC), sendo considerada uma das formas mais graves de TB extrapulmonar,
com alto potencial de morbi-mortalidade. O tuberculoma, o abscesso cerebral
tuberculoso, a encefalopatia tuberculosa, a vasculopatia tuberculosa, a
mielorradiculopatia tuberculosa e a paraplegia de Pott sdo outras manifestacdes
resultantes da tuberculose no SNC, porém sao menos comuns. A MBK caracteriza-se
por uma meningite linfocitica subaguda, de dificil diagndstico apenas pela histéria e

apresentacao clinica. (Garg et al, 1999; Monteyne & Sindic,1995; Thwaites et al, 2000).

1.2- EPIDEMIOLOGIA

A tuberculose é uma das doencas infecciosas mais freqlientes no mundo, sendo
que a maioria dos pacientes infectados pelo bacilo, cerca de 90% dos casos, hao
desenvolve a doenca; porém, 5-10% dos infectados adoecem. Muitos destes se tornam
fontes de infeccao, e metade desenvolve a forma primaria da doenga, que é aquela que

ocorre dentro do primeiro ano da primo-infeccdo. A outra metade desenvolve a forma



pos-primaria, que é a que ocorre apdés 1 a 2 anos da primo-infecgao, ou por reativacao

de um foco latente ou por uma reinfeccao (van-Crevel et al, 2002).

O Brasil é o pais com o maior nimero de casos notificados de tuberculose nas
Américas. A Organizacao Mundial de Saude (OMS), em seu relatério anual de 2004, o
coloca na 152 posicao no “ranking” dos 22 paises que concentram 80% dos casos
estimados de tuberculose no mundo. Os dados mais recentes publicados pelo
Ministério da Saude indicam que a taxa de incidéncia de tuberculose vem se mantendo
estavel nos ultimos anos, 62/100.000 habitantes em 2003, com cerca de mais de

92.000 casos notificados a cada ano (WHO, 2005).

O Estado do Rio de Janeiro € o0 que apresenta a mais alta taxa de incidéncia de
tuberculose do pais. A cada ano sao notificados em média 16.000 casos de
tuberculose. Os 32 municipios prioritarios concentram 95% dos casos de tuberculose e
a regido metropolitana é responsavel por 86% dos casos notificados no estado. De
acordo com o boletim informativo de 2005 do Programa de Controle da Tuberculose da
Secretaria de Saude do Estado do Rio de Janeiro (PCT/SES/RJ), em 2003 foram
notificados 13.015 casos novos de tuberculose e a taxa de incidéncia no Estado foi de
87,5/100.000 habitantes. O numero de Obitos e a taxa de mortalidade especifica por
tuberculose, no estado, foram de 889 e 6,0%, respectivamente. De 13.015 casos novos
de tuberculose, foram solicitados 8.533 testes sorologicos para HIV (65,6%), sendo que

11,2% eram positivos (PCT/SES/RJ, 2005).



Também de acordo com o boletim informativo do PCT/SES/RJ, em 2003, a cidade
do Rio de Janeiro apresentou 6.434 casos de tuberculose, com taxa de incidéncia de
105/100.000 habitantes e o percentual de cura e o de abandono do total de casos no

municipio foi de 71,9% e 14,3%, respectivamente.

De acordo com dados publicados pela COVER/CGVEP/CENEPI/FUNASA/MS
(2001), no periodo entre 1990 e 2000 foram notificados 4.149 casos de meningite
tuberculosa no Brasil, com coeficiente de incidéncia variando entre 0,15 e 0,34 /100000
habitantes e taxa de mortalidade de 55,3% a 74,2%, chegando a 76,3% nos pacientes

menores de 4 anos (Nunes et al, 1998).

Nos Estados Unidos, a incidéncia de tuberculose extrapulmonar é de 0,19 / 100.000
habitantes e 4 a 15% das formas extrapulmonares da tuberculose sdo meningeas, com
uma incidéncia anual de 0,008 a 0,029 /100.000 ao ano. Yechoor et al (1996),
mostraram incidéncia de MBK de 4,8 por 100000 em um periodo de 12 anos. No estudo
feito em dois hospitais de Madri entre os anos de 1985 e 1990, Berenguer et al (1992)
mostraram que de um total de 2.205 pacientes com tuberculose, 83 apresentaram MBK
(3,46%), sendo que 55% eram soropositivos para Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV). O estudo de Castilla et al (2005), feito entre 1994-2003 na cidade de Navarra,
Espanha, mostrou a incidéncia de 18 casos (1,79% dos 1005 casos estudados). Uma
revisdo dos casos de MBK entre os anos de 1977 e 2003 em um hospital de Madri
(Espanha), foi encontrado 28 casos de MBK, sendo que 85% entre os anos de 1977 e
1991 (Jimenez et al, 2005). Cailhol et al (2005) estimou que a prevaléncia de MBK, na

Franga, no ano de 2000 foi de 41 e a incidéncia de 0.7 casos por milhdo. Outro estudo



mostrou que menos de 10 casos de MBK sao notificados por ano na Franca em
criancas com menos de 15 anos, sendo que este grupo populacional representa
anualmente 4,8% dos casos de TB (Gaudelus & Pontual, 2005). Hui et al (2005) na
China, mostraram que em 10 anos, dos 65 casos identificados numa populacéao entre

15 e 86 anos, a MBK foi a forma mais comum de meningite em 46% dos casos.

1.3- AS MENINGES

O sistema nervoso é envolto por membranas conjuntivas denominadas meninges,

que sao classificadas como dura-mater, aracnéide e pia-mater (Figura 1).

Dura Mater Seio Sagital Superior Granulagdes Aracnéideas

~——

| Aracnoide

P Espaco
X____Subaracnéide

— Pia Mater
i1l 1 Membrana Glial

| -
! k—Cortex Cerebral

Figura 1. Representacdo esquematica das membranas conjuntivas (meninges) que

envolvem o sistema nervoso central.

(http://www.anatomy.dal.ca/Human_Neuroanatomy/Lab_figures/Lab1_Figs/Lab1 fig1B.gif)



A dura-mater é representada pela meninge mais superficial, que se caracteriza
por uma membrana espessa e resistente, formada por tecido conjuntivo rico em fibras
colagenas, contendo nervos e vasos. A dura-mater é ricamente vascularizada pela
artéria meningea média e inervada por terminacdées nervosas sensitivas, responsaveis

pela maioria das cefaléias (Kingsley, 2001; Clarck, 1976; Machado, 1991).

A aracnéide constitui-se em membrana muito delgada, justaposta a dura-mater,
da qual se separa por um espaco virtual, o espaco subdural, contendo uma pequena
quantidade de liquido necessario a lubrificacdo das superficies de contato das
membranas. A aracnéide separa-se da pia-mater, formando o espago subaracnéideo
que contém liquido cefalorraquiano (LCR) e onde atravessam as trabéculas aracnéides
para ligar a pia-mater. A profundidade do espagco subaracndideo € muito variavel,
formando nestas areas dilatagdes chamadas de cisternas subaracnéideas, que contém
uma grande quantidade de LCR. Em alguns pontos da aracnoéide formam pequenas
dilatacbes saculares que penetram no interior dos seios da dura-mater, constituindo as
granulagbes aracnodideas, mais abundantes no seio sagital superior, onde o LCR esta
separado do sangue apenas pelo endotélio do seio e uma delgada camada de
aracndide e sera absorvido pela circulacdo venosa (Kingsley, 2001; Clarck, 1976;

Machado, 1991).

A pia-mater é a mais interna das meninges, aderindo intimamente a superficie do
encéfalo e da medula, acompanhando os relevos e depressdes da superficie do
sistema nervoso, determinando resisténcia e consisténcia a eles (Kingsley, 2001;

Clarck, 1976; Machado, 1991).



AGENTE ETIOLOGICO

O agente da tuberculose € a espécie Mycobacterium tuberculosis (MTB), ou Bacilo
de Koch (BK), classificado taxonomicamente na ordem dos Actinomycetales, familia

Mycobacteriaceas, género Mycobacterium.

O género Mycobacterium contém aproximadamente 95 espécies que sao divididas
em trés grandes grupos: os de crescimento lento, como Mycobacterium tuberculosis; 0s
de crescimento rapido, como Mycobacterium fortuitum; e as de espécies que nao sao

cultivadas in vitro, como Mycobacterium leprae (Grosset, 1993).

O complexo Mpycobacterium tuberculosis € constituido pelas espécies M.
tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M. canetti e M.bovis sub espécie
caprae. Recentemente, foi proposta a inclusdo no complexo da espécie Mycobacterium
pinnipedii sp. nov., isolada em focas. Estas espécies apresentam 99% de similaridade

genética (Cousins et al, 2003; Brooks et al, 1998; Grosset, 1993).

Mycobacterium tuberculosis € caracterizado como um bastonete delgado, imovel,
sem capsula ou esporos, com extremidades arredondadas, medindo de 2 a 5 um de
comprimento e 0,2 a 0,3 um de largura, aerdbico obrigatorio, sobrevivendo em
microambientes aerados que contém altas tensdes de oxigénio. Possui tempo de
geracao de 17-18 horas ou mais, e tempo de crescimento de 2 a 4 semanas para que

as colénias sejam visualizadas em meio de cultura in vitro.



O genoma completo de M. tuberculosis H37Rv é uma sequéncia cromossomal
circular contendo 4.411.529 pares de base, com 65,6% de guanina e citosina, além de
ser rico em DNA repetitivo. A seqléncia do genoma de MTB é a segunda maior ja

estudada (Cole et al, 1998a; 1998b).

Ao ser corado com o Carbol-fuccina, ou método de Ziehl-Neelsen, é resistente a
descoloracdao com &acidos fortes ou alcool, devido ao alto conteudo lipidico de sua
parede celular; por isso, € chamado de bacilo alcool-acido resistente (BAAR) (Grosset,
1993; Brooks et al, 1998).

A microscopia eletrénica, a parede celular tem uma espessura de 20nm. Sua
estrutura basica é o peptidioglicano, um polimero de n-acetilglicosamina e n-
glicosilmuramico. Os lipopolissacarideos sdo compostos por arabinogalactanos,
arabinomananas, mananas e glucanas. O arabinogalactano é um polissacarideo
presente nas bactérias do género Mycobacterium, Corynebacterium e Nocardia, que é
esterificado na sua extremidade distal com acidos micoélicos, que constitui a maior parte
da membrana externa da parede celular. S&o usados como antigenos em testes
sorolégicos, por serem imunologicamente ativos, mas tem reacdo cruzada com
Corynebacterium e Nocardia, assim como todas as espécies de micobactérias.

(Grosset, 1993; Wolinsky, 1990).

Os componentes da parede celular como polissacarideos, proteinas e peptideos
tém mostrado propriedades antigénicas em algumas circunstancias. Arabinogalactano e

arabinomanana sao excelentes antigenos. Muitas das proteinas citoplasmaticas de



MTB sao antigénicas, sendo que algumas sao espécies especificas. Antigenos
purificados, bem padronizados e espécie especificos sdo importantes nao apenas
quanto ao seu potencial de auxiliar no diagnéstico clinico da tuberculose, mas também
servem como marcadores para o estudo da funcdo imunolégica dos linfécitos T em

varias situacoes clinicas (Daniel & Janicki, 1978).

MTB €& capaz de sintetizar uma grande variedade de outras moléculas
complexas, associadas com a camada exterior da parede celular, que podem ter um
papel importante na viruléncia, pois impedem a fusdo de fagossomos de macréfagos
infectados com MTB “in vitro”, tais como o fator corda, os micosideos, dimicocerosato e

o triacilglicerol (Minnikin, 1982).

O alto teor lipidico da parede celular é responsavel ndo somente pela extrema
hidrofobicidade da célula micobacteriana, mas também pela resisténcia aos
procedimentos de descontaminacao usando acido sulfurico, hidréxido de sodio e outros
detergentes. Por outro lado, isso explica porque a MTB é susceptivel como outras

bactérias ao calor, radiagdo a raios gama e alcool (Grosset, 1993).

1.4- ANTIGENOS

Assim que Robert Koch preparou o primeiro concentrado protéico, chamado de
“old tuberculin”, Arloing desenvolveu em 1898, o primeiro teste soroldgico para a

tuberculose (Arloing, 1904; apud Grosset, 1993). A partir de entdo, varias técnicas
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sorolégicas foram avaliadas, porém obtiveram resultados insuficientes, devido a reacao
cruzada aos antigenos usados, pois 0s principais antigenos de MTB e M.bovis, como
os polissacarideos arabinogalactanos, arabinomananas e o D-glucano sao similares a

todas as espécies de micobacterias (Pottumarthy et al, 2000).

No entanto, a partir da introducado do teste de Enzime-Linked Immunosorbent
Assay ELISA, em 1971, por Engvall, aliada a identificacdo e caracterizacdo de novos
antigenos mais especificos e purificados e de anticorpos monoclonais aumentou a
sensibilidade dos testes imunoenzimaticos (Engvall, 1971 apud Grosset, 1993). Este
método é simples, com excelente reprodutibilidade e boa sensibilidade. Mas, até o
momento, nenhum teste sorolégico apresentou suficiente sensibilidade e especificidade

na pratica clinica (Pottumarthy et al, 2000).

As proteinas secretadas pela membrana e parede celular de M. tuberculosis séo
um importante alvo da resposta imune celular, sendo precocemente reconhecidas no
curso de infecgcdo na TB experimental, o que estimula a proliferagéo de células T e a
producéo de INF-y, além de estimular a producéo de anticorpos, que podem ser usados
como marcadores de infecgdo tuberculosa (Roche et al, 1996; Alderson et al, 2000).

Com o desenvolvimento das técnicas de biologia molecular e o recente
sequenciamento do genoma de MTB, varios antigenos foram identificados com

potencial para serem utilizados no desenvolvimento de métodos diagndsticos e vacinas.
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Mycobacterium tuberculosis apresenta composicdo antigénica complexa e a
resposta imune dos pacientes com TB pode-se mostrar heterogénea para diferentes
antigenos. Assim a avaliacao de antigenos relevantes é necessaria para identificacao
de moléculas com maior poder imunogénico, e que mostrem acuracia quando utilizados
sozinhos ou em combinacdo no desenvolvimento de testes diagndsticos simples,
rapidos e de baixo custo. Testes com estas caracteristicas seriam importantes para
auxiliar no diagnéstico das infecgdes tuberculosas pulmonares e extrapulmonares
(Gennaro et al, 2000; Houghton et al, 2002; Young et al, 1992; Andersen et al, 1991;

Andersen et al, 2004; Rosenkrands et al, 1999).

Entre os varios antigenos obtidos do Complexo M. tuberculosis, descrito na
literatura internacional, o MPB-64 e MPT-64 sdo uma das principais proteinas, de 23,5 a
22 kDa, ativamente secretada em meio de cultura, sendo encontradas abundantemente
no filtrado precoce de cultura de Mycobacterium bovis BCG e M. tuberculosis,
respectivamente. A comparacao da sequiéncia de nucleotideos deses Ags mostra que
eles sao idénticos, exceto por uma Unica mutagao (Harboe et al, 1986; Andersen et al,

1991; Oettinger et al, 1994;1995).

O MPT 64 é estruturalmente homadlogo ao antigeno (Ag) 85. Enquanto a familia
do Ag 85 tem homdlogos em todas as espécies estudadas de micobactérias, o MPT64
€ restrito as espécies do complexo M. tuberculosis. Durante a infecgdo tuberculosa,
ocorre uma resposta imune celular por linfécitos T helper relativamente especifica ao

MPT-64. Pacientes expostos sadios ndo respondem a essa proteina. E usado como
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antigeno para testes cutaneos para auxiliar no diagnostico da tuberculose (Li et al 1993;

Roche et al ,1996; Musser et al, 2000).

Outro antigeno recentemente identificado € o ESAT-6. A familia ESAT-6 compde
um grupo de 14 a 23 proteinas secretadas, relacionadas entre si, que compartilham a
mesma regido (regido de diferenca ou deletada 1, RD1) no genoma de MTB e possuem
caracteristicas antigénicas semelhantes. Dessas proteinas, pelo menos 13 podem ser
agrupadas em trés subfamilias. Uma dessas subfamilias € formada pelo antigeno TB-
10.4 (Rv0288) e duas moléculas homdlogas, a TB-10.3 ou MT-10.3 (Rv3019c) e a TB-
12.9 (Rv3017c), os quais apresentam diversos epitopos unicos em linfocitos T.
Contrariamente ao ESAT-6, estas duas Ultimas moléculas ainda foram pouco
exploradas quanto ao seu potencial imunodiagnéstico.). Os antigenos TB-10.3 e TB-
10.4 sao proteinas de baixo peso molecular, secretadas por MTB, com 84.4% de suas
seqUéncias idénticas e constituem juntamente com o TB-12.9 (Rv3017c) uma
subfamilia altamente imunogénica (Skjot et al, 2002; Soresen et al, 1995; Alderson et

al, 2000).

1.6- LIQUIDO CEFALORRAQUIANO

O liquor, ou liquido cefalorraquiano, € um ultrafiltrado do plasma, caracterizado por
ser um fluido aquoso e incolor, que ocupa o espaco subaracndideo e as cavidades
ventriculares. O LCR é formado principalmente no plexo cordide, que sao ductos

capilares dilatados que se projetam nas paredes dos ventriculos laterais, terceiro e
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quarto ventriculo, assim como na vascularizacdo do encéfalo, nas raizes dos ganglios
dorsais, nas meninges e nas células estruturais que constituem o SNC. A sua principal
funcdo é oferecer protecdo mecénica ao SNC (Kingsley, 2001; Fishman, 1980; Jurado

¢, 1990).

O LCR deixa os ventriculos laterais pelo Forame de Monro (forame
interventricular), passa pelo terceiro ventriculo e alcanca o quarto ventriculo pelo
aqueduto do mesencéfalo (aqueduto cerebral). Existem duas aberturas ventriculares
laterais localizadas nos recessos laterais do quarto ventriculo (Forame de Luschka) e
uma abertura ventricular mediana na linha média do assoalho do quarto ventriculo
(forame de Magendie), pelos quais o LCR atinge o espaco subaracnéideo. O LCR
preenche a extensao tubular do espaco subaracndideo em torno da medula espinhal,
difundindo-se para cima novamente, através de um movimento lento, até alcancar as
vilosidades aracnodideas na parede do seio sagital superior, onde o LCR sera
reabsorvido e incorporado novamente a corrente sanguinea venosa (Clarck, 1976;

Thompson, 1995; Fishman, 1980; Jurado & Walker, 1990).

1.6.1- Barreira Hemato-Liquoérica e Barreira Hemato-Encefalica

Existe uma interface entre o sistema vascular e o LCR e outra entre o sistema
vascular e o compartimento extracelular do SNC chamadas de barreira hemato-liquérica
(BHL) e barreira hemato-encefalica (BHE), respectivamente. As interfaces sao formadas

pelas juncbes fechadas das células epiteliais especializadas dos capilares que
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compdem a vasculatura encefalica e o plexo coréide, impedindo a passagem de

moléculas e ions para o LCR e o compartimento extracelular do SNC (Kingsley, 2001).

A concentracdo de proteinas do LCR é definida pela interacdo entre o fluxo
molecular e o fluxo do LCR. O transporte difusao-dependente de proteinas do cérebro e
do sangue para o LCR, segue as leis da difusdo de acordo com o tamanho da
molécula, ou seja, quanto maior a molécula protéica, mais lentamente atinge o LCR e
maior € o gradiente de concentracdo. O conteudo protéico do LCR é 250 vezes inferior
ao do plasma e os niveis de Imunoglobulina G (lgG), Imunoglobulina A (IgA) e
Imunoglobulina M (IgM) séo, respectivamente, cerca de 500, 1000 e 5000 vezes inferior
no LCR, em comparacdo com os niveis plasmaticos (Reiber, 1998, 2001; Thompson

1995; Gerber et al, 1998; Sindic et al, 2001).

E possivel calcular o perfil de proteinas através do quociente da concentracdo
dado pela concentracédo da albumina do LCR divida pela albumina do soro (Quociente
de Albumina - Qalb), que é um dos métodos importantes para o reconhecimento
precoce de doencas neuroldgicas caracterizadas por disfuncao da BHL (Thompson,
1995; Puccioni -Sohler, 1996; Gerber et al, 1998; Sindic et al, 2001; Heringer et al,

2005).

A producao de LCR € raramente afetada nas anormalidades do plexo cordide. No
LCR normal, cerca de 80% das proteinas sdo provenientes do plasma e 20% séao

sintetizadas no encéfalo. Nas doengas neuroldgicas, a disfungdo da BHL pode ter
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diferentes causas, (i) reducao da producgao do liquido (ii) obstrucdo do fluxo no espaco
subaracnoéideo e (iii) obstrucao da passagem através das vilosidades aracnéideas, que

induzira:

a) a reducdo da renovacdo da troca do conteudo LCR com um conseqlente

aumento da concentracao protéica no LCR, tendendo a diminuir o fluxo do LCR.

b) o aumento da permeabilidade para albumina e outras grandes moléculas,
ocasionando o aumento do fluxo de proteinas do tecido para o LCR na borda do

espaco subaracndéideo (Thompson, 1995; Gerber et al, 1998; Reiber 1998,2001).

A BHL permite a passagem de grandes proteinas e, assim todas as proteinas
séricas chegam ao LCR em condicées normais. Qualquer aumento nos niveis de
alboumina do LCR é resultante do aumento da transudacdo do sangue. Portanto, o
quociente de albumina (LCR/soro) é um marcador da integridade das BHL. O Qalb é
utilizado como parametro da funcdo da BHL, uma vez que a albumina é sintetizada nos
hepatécitos e ndo é catabolizada no SNC (Reiber, 1998; Puccioni-Sohler 1996; Sindic

et al, 2001).

Nas infeccoes agudas do SNC ha aumento da concentracdo protéica do LCR
devido:

a) 0s leucocitos migram do tecido nervoso para o LCR,

b) as BHE e BHL se tornam permeaveis para aloumina e outras grandes moléculas e
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c) a resisténcia de saida do fluxo do LCR para deixar o espaco subaracndideo pode

aumentar, tendendo a diminuir o fluxo do LCR.

A migracao dos leucécitos e a entrada de proteinas no LCR podem variar de acordo
com a localizacdo do espago subaracnoideo, levando a uma variacdo na razdo de
leucocitos e proteinas entre o LCR ventricular, cisternal e lombar. No foco infeccioso,
ocorre o estimulo de producéo de leucécitos e 0 aumento da transudacao de proteinas.
Por hipétese, quanto mais préximo do foco infeccioso bacteriano, o LCR coletado
apresentara maior concentracdo de leucécitos e proteinas, que no LCR coletado de

local mais afastado do foco (Gerber et al, 1998; Reiber, 2001; Heringer et al, 2005).

Da mesma forma que a albumina, em condi¢gdes normais, a IlgG encontrada no LCR
€ proveniente do soro e ndo de producao dentro do SNC. A nefelometria € utilizada
para a rapida determinacdo da concentragcdo de imunoglobulinas, entre outras

proteinas, em diferentes fluidos corporais inclusive no LCR (Puccioni-Sohler, 1996).

1.6.2- Sintese Intratecal de Anticorpo Especifico

A deteccao da sintese intratecal de anticorpos (Ac) € feita através do célculo da
proporcdo da média entre o quociente LCR/soro para anticorpos especificos e
anticorpos totais. Este indice de anticorpo (Al) discrimina a fracdo no LCR dos
anticorpos especificos derivados do sangue daqueles de producdo intratecal. Na

auséncia de sintese intratecal de anticorpo especifico, a relacdo entre anticorpos
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especificos e totais é igual a 1; considerando que ambos possuem 0 mesmo pPeso
molecular. Valores deste quociente >1,5 indicam sintese intratecal de anticorpos

especificos (Reiber, 2001).

As bandas oligoclonais ocorrem freqientemente nas doencas inflamatérias do SNC.
O termo oligoclonal define proteina com caracteristicas eletroforéticas semelhantes e
provenientes da mesma populacdo de células imunocompetentes. A deteccdo de
bandas oligoclonais de IgG especificas no LCR, pela focalizacao isoelétrica, € o método
mais sensivel as detectar e de demonstrar sua produgao intratecal. As bandas
oligoclonais podem ocorrer na auséncia de niveis elevados de gamaglobulinas no LCR.
A presenca de bandas oligoclonais no LCR, que nao aparecem no soro correspondente,
€ considerada como prova de reacao imune humoral no SNC (Sindic et al, 2001;

Puccioni-Sohler, 1996).

1.6.3- Sintese Intratecal de Anticorpos Especificos na Meningite

Tuberculosa

A MBK é caracterizada pela sintese intratecal de IgG oligoclonal, comprovadamente
contra antigenos micobacterianos. Esses anticorpos podem persistir por varios anos. As
bandas oligoclonais especificas de IgA, no LCR sao raramente detectaveis (<5%)
quando demonstradas por medidas quantitativas. A sintese intratecal de IgA é
observada em meningite purulenta, meningite tuberculosa e encefalite herpética (Sindic

et al, 1990, 2001).
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1.7- PATOGENESE

A fala, a tosse e o espirro de um paciente bacilifero lanca no ar goticulas
contaminadas com 1 a 2 bacilos, chamados de nucleos de Wells. Essas particulas
infectantes podem se depositar nos objetos, podem ser retidas pela mucosa do trato
respiratdrio superior e serem removidas pelo mecanismo muco-ciliar dos brénquios ou
podem atingir os bronquiolos e alvéolos e assim iniciar o processo infeccioso (Rieder,

2001).

A chance de uma pessoa se infectar apdés contato com um paciente bacilifero
depende da concentragcdo de bacilos expelidos pela fonte (multi-baciliferos, pauci-
baciliferos e nao-baciliferos), da intensidade e freqiiéncia do contato com o paciente
tuberculoso, de condigdes ambientais (circulacéo de ar e ventilacao, exposi¢ao a luz) e

da resposta imune do individuo exposto (Rieder, 2001).

Ao alcancar o espaco alveolar, os bacilos sdo fagocitados pelos macrofagos locais.
Os bacilos se proliferam livremente no interior dos macréfagos, pois sado incapazes de
destrui-los ou inativa-los, até que eles se rompem, liberando os bacilos para infectar
outros macréfagos. Novos macréfagos sao atraidos para o local, desenvolvendo um
foco pneumdnico. Os bacilos sdo drenados para os linfonodos hilares e mediastinais
satélites e, em seguida atingem a corrente sanguinea, disseminando-se para diversos

orgaos e sistemas, onde também comecam a se proliferar (Rieder, 2001).
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Apos 3 a 8 semanas a imunidade celular se desenvolve e os linfocitos T helper
CD4+, especificos para os antigenos bacilares, se proliferam ativando os macréfagos
através de interleucinas, citocinas ou linfocinas, promovendo o recrutamento e a

ativagcao de outros macrofagos e linfocitos.

Os macréfagos aumentam seu citoplasma, acumulam-se em volta do foco de
infeccdo primaria e nos focos de disseminacao linfonodal e hematogénica, formando
um granuloma, chamado de nédulo de Ghon. No centro do granuloma, forma-se uma
area de necrose caseosa devido a liberacdo de citocinas pelas células inflamatorias,
capaz de causar dano aos tecidos e as micobactérias (Alderson et al, 2000; Newport et

al, 1996; Cooper et al, 1993; Flynn et al, 1993).

O INF-g é um importante mediador da ativagdo de macrofagos e resisténcia aos
bacilos intracelulares, exercendo papel crucial na imunidade celular protetora a infeccao
tuberculosa. Sua producdo ativa macrofagos mais eficientes para a destruicao
intracelular do bacilo. Na tentativa de controlar a infecgdo, o sistema imunolégico gera
inflamacédo e destruicdo tecidual através da liberacdo de grandes quantidades de
proteases, lipases e nucleases pelos macréfagos ativados que circundam o foco
caseoso. Se o foco de necrose caseosa se liquefazer e atingir um brénquio, erodindo a
sua parede, permitird a comunicagcdo com O espago aéreo rico em oxigénio, a
proliferagcdo celular aumenta e surge a caverna tuberculosa (Alderson et al, 2000;

Newport et al, 1996; Cooper et al, 1993; Flynn et al, 1993).
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Estima-se que cada paciente bacilifero infecte cerca de 10-15 pessoas, apenas
respirando, mantendo-se assim o ciclo vital do bacilo de Koch. Durante a disseminacao
linfo-hematogénica da primo-infeccdo, o bacilo se aloja em mdultiplos focos
subependimarios, localizados nas adjacéncias da meninge, chamados focos de Rich.
Nos pacientes suscetiveis, esses focos continuam se proliferando, formando
granulomas que expelem bacilos para o espaco subaracnéideo. Com a ruptura dos
focos de Rich, os macréfagos ativados produzem Fator de Necrose Tumoral (TNF)
gama e alfa , Complemento 5a (C5a), Leucotrienos B4 (LTB4), Interleucina 8 (IL8),
Interleucina 6 (IL6), Interleucina 1 beta, fator de estimulagéao de colbnias de granulécitos
(TGF) e mondcitos. Acredita-se que o C5a, os LTB4 e a IL8 sdo fatores que mobilizam
e ativam neutrdfilos. Ap6s horas ou dias, segue-se a resposta linfocitaria. O TNF alfa
esta relacionado a gravidade da doenca e pode contribuir para a necrose tissular,
enquanto que o TGF beta inibe a ativacdo de macrofagos e a IL2 melhora a resposta
imune nos pacientes com sorologia positiva para HIV (Thwaites et al, 2000; Patel et al,

2002; Marinho et al, 1997).

Na meningite tuberculosa o efeito antigénico das proteinas do bacilo promove uma
intensa reacdo inflamatéria por fendmeno de hipersensibilidade do tipo IV,
desencadeando a formacdo de exsudato no espaco subaracndideo, vasculite

obliterativa e encefalite ou mielite (Thwaites et al, 2000; Dastur et al, 1995).

O intenso estimulo inflamatério dos macréfagos provoca uma aracnoidite
proliferativa, formando um exsudato espesso que se concentra na base do cranio e

suas cisternas. O exudado é formado por células mononucleadas grandes e pequenas,
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incluindo células epitelidides, fibrina e macroéfagos que podem se fundir formando as
células gigantes de Langhans. Com o aumento do volume do exsudato, ele pode
comprimir a origem de nervos cranianos, principalmente o I, IV e VI, e provocar
vasculite dos vasos de pequeno e médio calibre localizados nesta regido, como a
artéria carétida interna e os vasos perfurantes para os ganglios da base. Os infartos
cerebrais causados pela vasculite sdo o0s principais responsaveis pelas sequelas
irreversiveis da doenca. O exsudato espesso obstrui a passagem de LCR pelas
cisternas ou a sua drenagem nas granulacoes aracnéides, levando a uma complicacao
comum da doenca que é a hidrocefalia. Esta também pode ser causada pelo blogueio
da circulacdo em torno do aqueduto de Silvius e do terceiro ventriculo pelos
tuberculomas. A encefalite tuberculosa é uma extensdo do processo inflamatério no

parénquima cerebral (Thwaites et al, 2000; Thwaites & Tran, 2005; Dastur et al, 1995).

1.8- CLINICA

O quadro clinico da meningite tuberculosa €, geralmente, de inicio gradual,
ocorrendo em um periodo de aproximadamente trés semanas, embora alguns casos
possam ter um comeco abrupto marcado pelo surgimento de convulsées. Em 1948, o
British Medical Research Council desenvolveu um método de estadiamento da
gravidade de doenca. De acordo com este método, a evolugao clinica da infecgao é
dividida em trés estadios, conforme descrito abaixo (BRITISH MEDICAL RESEARCH

COUNCIL, 1948; apud Fundacao Nacional de Saude, 2002):
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Estadio I: Em geral, tem duracdo de uma a duas semanas e se caracteriza pela
inespecificidade dos sintomas, podendo ocorrer febre, mialgias, sonoléncia, apatia,
irritabilidade, cefaléia, anorexia, vémitos, dor abdominal e mudancas subitas do humor.
Estes sintomas sdo comuns a qualquer processo inespecifico, além de rigidez de nuca
(75% dos adultos e incomum em criangas) com sinais de Kernig e Brudzinski (a rigidez
de nuca é um sinal inespecifico também). Nessa fase, o paciente pode encontrar-se

lucido e o diagndstico geralmente é estabelecido pelos achados do LCR.

Estadio Il: Apdés uma ou duas semanas, a doenca se caracteriza pela persisténcia
dos sintomas sistémicos, mas surgem evidéncias de dano cerebral manifestada pelos
sinais de localizagdo e de hipertensdo intracranianos (principalmente com
acometimento nervos cranianos lll, V, VII), anisocoria, vémitos, auséncia de reflexos
abdominais e convulsdes que podem ser tbnicas ou clénicas, focais ou generalizadas.
Nessa fase, alguns pacientes apresentam manifestacées de encefalite com tremores

periféricos, disturbios da fala e movimentos atetdides das extremidades.

Estadio Illl: O terceiro estadio, ou periodo terminal é caracterizado pelo déficit
neurolégico focal, opistétono, rigidez de nuca, alteragdes do ritmo cardiaco e da
respiracao, seguidos de graus variados de perturbagdo da consciéncia, incluindo o
coma. Nos casos nao-tratados, a morte ocorre apds cinco a oito semanas do inicio da
doencga. Em qualquer estédio clinico da doenca, podem-se observar convulsées focais

ou generalizadas.
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A apresentagdo clinica da meningite tuberculosa é semelhante as outras
meningoencefalites. Como a cultura do LCR para MTB tem baixa sensibilidade e em
alguns casos de MBK ou de meningites bacterianas ndo é possivel identificar o agente
causador, alguns critérios diagnésticos para MBK tém sido propostos como método
auxiliar dos métodos laboratoriais, com o objetivo de acelerar o diagndstico e o inicio da

terapia especifica.

Antes do surgimento da epidemia da sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS/SIDA) pela infeccao por HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana), a meningite
tuberculosa afetava principalmente as criangas, principalmente as dos paises em
desenvolvimento. A infeccao por HIV é um fator predisponente para a infeccado com
MTB, podendo a incidéncia variar de acordo com a raca, as condicoes
socioeconémicas, a idade e o sexo. A apresentacdo clinica da tuberculose em
pacientes imunodeprimidos € diferente dos imunocompetentes e, dentre as formas
extrapulmonares a forma meningea é a mais grave com alta morbidade e mortalidade.
Porém a apresentacdo clinica da MBK nao se altera com a co-infeccdo com o HIV

(Chandramuki et al, 2002).

Thwaites et al (2002), propuseram um critério diagndstico com sensibilidade de
98,4% e especificidade de 43,5% quando uma ou mais variaveis estao presentes e
sensibilidade de 98,3% e especificidade de 54,5% quando trés ou mais variaveis estao
presentes. De acordo com este método, o diagnostico de MBK é feito a partir do
isolamento do MTB no LCR ou a presenca de sinais e sintomas de meningite com

microscopia negativa ou cultura para bactérias e fungos negativa no LCR, associado a
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um ou mais dos seguintes caracteristicas: (i) tomografia computadorizada de crénio
compativel com MBK (hidrocefalia, edema, captagdo meningea basal de contraste); (ii)
radiografia de térax com sinais de atividade de tuberculose pulmonar e (iii) boa

resposta a terapia antituberculosa.

Porém, como o desempenho do método varia de acordo com a area de prevaléncia
da doenca e o inicio da terapia empirica para MBK, Thwaites et al (2002)
desenvolveram um método diagnostico usando dados clinicos e laboratoriais de adultos
com suspeita de MBK, em area endémica, que apresentou sensibilidade de 86% e
especificidade de 79%. Foram desenvolvidas duas classificagcbes diagnésticas: a
primeira durante a admissao do paciente e a segunda apds 48 horas do uso de um

antibioético de largo espectro:

1. Durante a admissao do paciente, se o exame de LCR mostrar uma leucometria
menor que 760 x 10° cel/ml associado a uma historia de doenca menor que seis dias e
leucocitose menor que 10200 x 10° cel/mL, trata-se de MBK. Neste mesmo paciente, se
a leucocitose for maior que 10200 x 10° cel/ml, trata-se de meningite bacteriana. Caso o
exame de LCR mostre uma leucometria menor que 760 x 10° cel/ml associado a uma
historia de doenca maior que 6 dias, trata-se de MBK. Se o exame de LCR mostrar uma
leucometria maior que 760 x 10 cel/ml associado a uma historia de doenca menor que
7 dias, trata-se de meningite bacteriana. E se o exame de LCR mostrar uma
leucometria maior que 760 x 10° cel/ml associado a uma historia de doenca maior que 7
dias e idade menor que 42 anos, trata-se de MBK. Neste caso, se a idade for maior que

42 anos, trata-se de meningite bacteriana (Thwaites et al, 2002).
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2. Ap6s 48 horas de uso de um antibiético de largo espectro, se a histéria da doenca
for menor que oito dias, associado a neutréfilos no sangue menor que 80% e
neutrofilorraquia menor que 81%, trata-se de MBK. Neste mesmo caso, se a
neutrofilorraquia for maior que 81%, trata-se de meningite bacteriana. Se a historia da
doenca for menor que 8 dias, associado a neutréfilos no sangue maior que 80%, trata-
se de meningite bacteriana. Ja, se a histéria da doenca for maior que 8 dias e a
proporcao de glicose no LCR/soro for menor que 100%, trata-se de MBK. Neste mesmo
caso, se a proporcao for maior que 100%, trata-se de meningite bacteriana (Thwaites et

al 2002).

Sunbul et al (2005) realizaram um estudo retrospectivo em pacientes com sorologia
negativa para HIV com meningite, para avaliar a aplicabilidade dos critérios
diagnésticos de Thwaites. Este estudo concluiu que os critérios sdo Uteis para o
diagnostico da MBK, porém deve ser validado em uma amostra maior de pacientes com
meningite viral e glicorraquia baixa. A sensibilidade e a especificidade foram de 95,6% e
70,8%, respectivamente, enquanto que nos casos microbiologicamente provados, a

sensibilidade e a especificidade foram de 91,7% e 79,7%, respectivamente.

Kumar et al (1999) usando critérios clinicos e laboratoriais para diferenciar MBK e
meningite bacteriana em criancas, o diagnostico de MBK foi definido positivo quando a
cultura ou baciloscopia no LCR era positiva, ou havia captagdo meningea de contraste
na base a tomografia computadorizada e resposta clinica a terapia antituberculosa. Os

critérios foram utilizados na presenca de uma das seguintes caracteristicas: a) sinais
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prodrdmicos mais que 7 dias; b) fundoscopia com atrofia 6ptica; c) déficit focal; d)
desordens do movimento e d) leucorraquia com menos de 50% de neutréfilos a
sensibilidade do critério foi de 98,4% e especificidade de 43,5%. Se trés ou mais

estiverem presentes, a sensibilidade sera de 54,5% e a especificidade de 98,3%.

Alguns trabalhos sugerem que a co-infec¢do HIV-BK além de aumentar as chances
de desenvolvimento da TB, altera a apresentacéao clinica desta e também aumenta as
chances de seu envolvimento extrapulmonar. Entre as formas extrapulmonares da
tuberculose em pacientes imunodeprimidos, como meningoencefalite, abscesso
cerebral e tuberculoma, a forma meningea é a principal causa de meningite nesses
pacientes em dareas endémicas e também é a forma mais grave com alta morbi-
mortalidade, sendo que seu risco aumenta com a diminuicdo da carga de CD4
(Berenguer et al, 1992; Thwaites et al, 2000; Thwaites & Tran, 2005; Yechoor et al,

1996).

Embora a MBK em pacientes HIV positivos ndo altere a sua apresentacdo
clinica,laboratorial ,resposta ao tratamento e progndstico, altera o numero e a natureza

das complicacdes da doenca (Garg et al, 1999).
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1.9- DIAGNOSTICO

A MBK é uma grave doenca, que se nao for diagnosticada e tratada precocemente,
leva a uma alta taxa de mortalidade e de morbidade. Os métodos laboratoriais tém um

papel importante no seu diagnostico e no monitoramento da resposta terapéutica.

O diagnéstico precoce da MBK ¢é de dificil realizagdo. O diagndstico € estabelecido
através da suspeita da histéria e dos sintomas clinicos, associado ao exame cito-
quimico do LCR. Apesar das anormalidades do LCR na MBK serem sugestivas, a sua
apresentacao clinica é similar as outras meningoencefalites de etiologias viral,
bacteriana (Haemophylus influenzae, Streptococcus pneumoniae e Neisseria
meningitidis) e fangica (Cryptococcus neoformans) (Fundagdo Nacional de Saude,

2002).

O diagnéstico definitivo é feito pela demonstracao do MTB no LCR, mas os testes
microbiolégicos sdo morosos e raramente positivos, assim testes alternativos (ELISA e
“protrein chain reaction”) foram desenvolvidos para auxiliar no diagnéstico da MBK e
diferencia-la das outras meningites (Martins et al, 2000; Nunes et al, 1998; Daniel et al,

1987; Newton et al, 1994; Kumar et al, 1999; Chandramuki et al, 2002).

O diagnéstico precoce aumenta as chances de sobrevida e existe uma relacao
direta entre a precocidade diagndstica e o prognostico. Porém, infelizmente, a maioria

s6 é diagnosticada nos estadios avancados, justificando assim, a alta letalidade e as
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freqUentes sequelas. A morte ocorre nos casos de meningite tuberculosa nao-tratados
apos 5 a 8 semanas do inicio da doenca, com taxa de mortalidade de quase 100%.
Nos pacientes tratados tardiamente, jA& em coma, a taxa de mortalidade é de quase
50%. A taxa de mortalidade global dos pacientes com tuberculose do SNC é
significativa (cerca de 10%) com um risco maior nos lactentes e idosos. Estes dados
refletem o resultado do diagndstico tardio bem como a emergéncia de cepas infectantes
resistentes as drogas tuberculostaticas (Fundacéo Nacional de Saude, 2002; Bonington

et al, 2000; Katrak et al, 2000).

Como a meningite tuberculosa nao tratada geralmente é fatal, um critério clinico
diagnéstico ou exame laboratorial para MBK deve ser sensivel. Por isso, ao se
desenvolver novos testes que auxiliem no diagnéstico da MBK, busca-se uma boa
sensibilidade e especificidade associadas a facilidade operacional e rapidez. Porém, no
momento, nenhum critério laboratorial simples, rapido, barato e acurado para o

diagnéstico da MBK satisfaz essas exigéncias (Li ef al, 1991; Kennedy et al, 1979).

1.9.1- Baciloscopia

A pesquisa direta do bacilo pela técnica de Ziehl-Neelsen é o principal método de
rotina laboratorial para o diagnoéstico da MBK, por ser o mais simples e rapido. Porém a
confirmacado bacteriolégica é dificil, pois sua sensibilidade varia entre 10%—40%
(Chandramuki et al, 2002; Thwaites et al, 2004). No Brasil, a sensibilidade varia de

4,8% a 91% (Ceuci et al, 1998; 1996; Martins et al, 2000; Heringer et al, 2005).
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O LCR contém poucos bacilos (paucibacilar), assim a sensibilidade da
bacterioscopia varia de acordo com o local da coleta, com o volume de LCR examinado,
com a velocidade e a duracdo da centrifugacdo, o tempo gasto no exame da
microscopia, além da quantidade de coletas seriadas feitas. Radhakrishnan et at (1990)
e Heringer et al (2005) sugerem que o local da coleta influi na positividade, pois quanto
mais proximo do local da lesdo, ou seja, o exsudato inflamatério localizado na cisterna
da base, maior deve ser a acuracia da baciloscopia. Fallon & Kenned (1993)
mostraram que ao se examinar trés ou mais amostras de LCR do mesmo paciente, em
puncdes seriadas, a positividade da baciloscopia aumenta de 37% para 81%. Ja
Thwaites et al (2004) mostraram que a acuracia da baciloscopia aumenta quando o
volume de LCR coletado é maior que seis mL e examinado por pelo menos 30 minutos,

preferencialmente nas areas da lamina que contém maior densidade celular.

1.9.2- Cultura

A cultura de LCR no meio de Lowenstein-densen para o isolamento do bacilo é
considerada o método-padrdo, para a confirmacdo diagnéstica da meningite
tuberculosa. Porém, este exame é importante do ponto de vista epidemiolégico e nao
clinico, pois demora de 45 a 60 dias para ser obtido o resultado. Além disso, sua
sensibilidade varia entre 25 a 70% (Fundacao Nacional de Saude, 2002; Chandramuki

et al, 2002).
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Selvakumar et al (1996) sugerem em seu trabalho que a associacdo da
centrifugacdo e filtracdo do LCR possa aumentar a positividade da cultura.
Radhakrishnan et al (1991) mostraram positividade maior da cultura com LCR coletado
na cisterna da base (87.5%) e nos ventriculos (75%), em comparacdao com o LCR
lombar (20%), 0 que também sugere que a sensibilidade da cultura pode variar de

acordo com a localizagao da coleta, assim como ocorre na baciloscopia.

Tan et al (1999) analisaram os aspectos clinicos de 18 pacientes com sorologia
negativa para HIV que tiveram cultura positiva e observaram que a positividade da
cultura esta relacionada a um mal-prognéstico da MBK, estando mais positiva em

pacientes nos estadios avancados da doenga e com hidrocefalia.

1.9.3- Método Radiométrico (BACTEC)

A técnica do BACTEC utiliza os principios de radiometria. O LCR é semeado em
um meio de cultura liquido (Middlebrook 7H-12A ou 7H-12B) que contém antibioticos,
suplementos e o 4cido palmitico marcado com substancia radioativa, Carbono 14 ('*C).
Durante o crescimento, MTB metaboliza essa substancia, convertendo-a em CO;
radioativo, que € detectado pelo aparelho apés 14 dias, aproximadamente (Brooks et al,
1998; Katoch et al, 2004).

Dos 58 pacientes com MBK estudados por HOOKER et al (2003), o BACTEC foi
positivo em 20 casos, enquanto que a cultura somente foi positiva em 12 casos e a

PCR em um caso.
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1.9.4- Reacao em Cadeia de Polimerase

Desde o isolamento do bacilo de MTB H37Rv, em 1905, varias pesquisas foram
desenvolvidas explorando seu potencial de viruléncia em modelos animais de
tuberculose, inclusive sua manipulagdao genética para o desenvolvimento de métodos

moleculares de auxilio ao diagnéstico (Cole et al, 1998 a, b; Cole & Barrel, 1998).

Os métodos moleculares vém se tornando Uteis para o diagnéstico das doencas
infecciosas. Os métodos convencionais sdo de baixa sensibilidade em materiais
paucibacilares, como o LCR, pois sdo dependentes da carga bacilar, assim como a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Mas esta técnica é de alta sensibilidade
podendo, teoricamente, amplificar o DNA alvo de apenas um bacilo (Katoch et al,
2004).

Basicamente existem duas técnicas da PCR para identificar o DNA de MTB: a
primeira pela amplificacdo da sequéncia de DNA que contém genes que codificam
antigenos micobacterianos especificos; a segunda utiliza sondas genéticas baseadas
na amplificacdo de sequiéncias repetitivas, especificas de MTB, tais como a 1S6110. No
caso da primeira, a especificidade varia de acordo com a escolha da seqiiéncia a ser
amplificada, podendo chegar a 100% caso a técnica seja realizada em local adequado
e com profissionais especializados, de modo a evitar a contaminacéo cruzada. Para tal
deve-se ter o cuidado de coletar o material em dois tubos, para que possam ser
estocados separadamente para posterior contra-prova. Outra desvantagem desta

técnica é a presenca de substancias, que funcionam como fatores inibidores nos



32

materiais analisados, que podem impedir a amplificacdo da seqiéncia de DNA,

diminuindo a sua sensibilidade (Shankar et al, 1991; Monteyne et al, 1995).

Alguns métodos baseados nas sondas genéticas sao licenciados pelo FDA
(Food and Drug Administration, USA) para o uso em amostras de tuberculose pulmonar:
o teste direto de amplificacao de MTB (Gen-Probe, Inc., San Diego, Califérnia) e o teste
AMPLICOR (Roche Diagnostics, Inc., Indianapolis, Ind.). Este métodos ndo foram
liberados para uso em amostras de tuberculose extrapulmonar, inclusive no LCR.
Existem varios estudos avaliando a acuracia deste método nos pacientes com MBK.
Em 2003, Pai et al publicaram uma revisao sistematica com meta-analise de 49 testes
PCR para MBK. Destes, 14 testes comerciais mostraram as melhores sensibilidade e
especificidade (56% e 98%, respectivamente). Katoch et al (2004) comparou dados
publicados sobre a acuracia dos testes baseados na PCR-IS6110, PCR-TRC-4
(sequéncia de insercdo TRC-4) e PCR-MPB64 observando sensibilidades 81%, 91% e
75%, e especificidade de 80%, 76% e 100%, respectivamente. Também em 2004,
Thwaites et al e Johansen et al sumarizaram os dados estatisticos de estudos usando o
Gen-Probe no LCR para o diagnéstico da MBK. A sensibilidade e a especificidade do

teste variou entre 33% a 100% e 96 a 100%, respectivamente.

Apesar de ser um teste sensivel e especifico para o diagnéstico da MBK, esta
técnica é laboriosa e 0 seu uso s6 é viavel em centros com pessoal qualificado e
estrutura fisica adequada, o que ndo atende as necessidades da rede publica de saude
dos paises em desenvolvimento, que requer método diagnostico simples, rapido e de

baixo custo.
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1.9.5- Enzime-Linked Immunosorbent Assay

Apesar da resposta imune nao ser protetora na tuberculose, antigenos
micobacterianos induzem a produgéao de anticorpos nos individuos doentes, os quais

podem ser potencialmente Uteis no diagndstico precoce da MBK.

O teste Enzime-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) utiliza o conceito que
antigenos ligados a uma fase sélida podem ser usados para determinar a presenca de
anticorpos em uma dada amostra. A quantidade de anticorpos ligados ao antigeno na
fase solida € uma medida da concentracdo de anticorpos da amostra original. Esta
reacdo pode ser detectada pela adicdo de enzimas conjugadas a um segundo
anticorpo em uma reacao colorimétrica em presenca do substrato da enzima ou pela
adicao de anticorpo conjugado com um marcador radioativo (Radio-imunoensaio) (Mims

et al, 1995).

Varios estudos baseados na resposta imune aos antigenos micobacterianos foram
realizados, sendo os testes imunoenzimaticos os mais atraentes por serem rapidos, de
facil operacionalidade, sensiveis e de relativo baixo custo. Radhakrishnan et al (1991) e
Radhakrishnan & Mathai (1993), compararam a positividade da cultura a deteccéao de
antigenos micobacterianos pelo método do ELISA nos compartimentos ventricular,
cisternal e lombar. O trabalho mostrou que a cultura obteve uma positividade no LCR
lombar, cisternal e ventricular de 20%, 75% e 87,5%, respectivamente, enquanto que a

deteccao de anticorpos contra o antigeno 5 ndo mostrou diferenca estatistica, estando
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presente em concentracao significativa, o que sugere que apesar da presenca do bacilo

variar, a presencga de anticorpos é uniforme nos trés compartimentos.

A sensibilidade e a especificidade do teste do ELISA no LCR como método
diagnéstico da meningite tuberculosa varia de acordo com os antigenos e anticorpos
estudados, além da diluicdo do LCR utilizada (Mathai et a 1990). Além de método
diagnéstico, o teste ELISA pode ser usado como parametro para avaliar a resposta
terapéutica através da presenca de antigenos e anticorpos no LCR. O estudo de Desai
et al (1993) mostrou que, apds 4 semanas de tratamento, os antigenos persistiam no
LCR, enquanto que o estudo de Kadival et al (1994) mostrou que em 6 semanas de

acompanhamento os niveis de anticorpos cairam em todos os pacientes.
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Tabela |. Resumo dos principais estudos da resposta imune no LCR, por ELISA, com

diferentes antigenos micobacterianos e tipos de anticorpos.

E%?gf ANTIGENOS ANTICORPO SENSIBILIDADE| ESPECIFICIDADE REFERENCIA
In-house H37RV 1eG 79,73 100 DESAI 1993
Comercial BCG-HRP 1eG 67,57 100
In-house CFP Ac-HRPO conjugado 86 95 KASHYAP RS 2003
CFP 1eG 85 94 2004
30 kDa 80 91
30kDa 100 100 2005
In-house MSE 1eG 97,72 95,35 MANIAR P 1990
In-house PPD 1gG 90 100 BAIG SM 1995
In-house Ag-5 1gG 84 92 MATHAI A 1990
In-house H37Rv 1eG 67,8 100 RADHAKRISHNAN VV 1990
In-house A60 IgG 60 100 SINGH 1999
A60 IeM 75 100
A60 IegM + IgG 60 100
In-house H37RV 1gG 90 95,83 SRIVASTAVA KL 1998
In-house A60 1eG 62,5 100 MAHESHUARI 2000
A60 IgM 66,7 100
A60 IgA 75 100
A60 IgA + IgM 79,1 100
A60 1gG + IgA + IgM 79,1 100
Comercial A60 1gG 73,8 96,1 ALIFANO M 1998
A60 IgA 69 93,6
A60 IgG + IgA 80,9 92,3
In-house 38kDa 1eG 80 95 KADIVAL GV 1994
In-house ESAT-6 IgG 10 100 CHANDRAMUKI A 2002
14kDa 1eG 56 100
MPT-63 8 100
19kDa 6 100
MPT-64 12 100
38kDa 8 100
Comercial 38 kDa/16 kDa 1gG 42 96 DEMKOW 2004
In-house 14kDa 1eG 75,67 100 SUMI MG 2002
55,5a100 100 SUMI MG 2000
In-house LAM 1gG 70,58 92,5 PATIL S.A 1996
38kDa 41,17 92,5
In-house 14kDa/LAM 1eG 74 100 CHANDRAMUKI A 1989
14kDa/§$(l\é[é/l 19kDa/ 61 100
In-house CFP 1eG 70 100 ANNAMMA M 1990
In-house Ag-5 1eG 70 100 RADHAKRISHNAN VV 1991
In-house BCG IgM + 1gG 52 96 WATT G 1988

LAM: Lipoarabinomanan; H37RV: cepa virulenta de M. tuberculosis H37; BCG: Bacilo de Calmette-Guerin; CFP: Proteina filtrada de cultura;
kDa: Kilodalton; PPD: Derivado protéico purificado; Ag: antigeno; IgG: imunoglobulina G; IgM: imunoglobulina M; IgA: imunoglobulina A
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1.9.6- Exames de Neuroimagem

A tomografia computadorizada (TC) e a ressonéncia nuclear magnética de cranio
(RNM) sao exames radiolégicos importantes na definicdo do diagnéstico da MBK, pois
sao capazes de mostrar as alteracdes patolégicas da doenca além de dar informacdes

sobre o prognéstico do paciente (Thwaites et al, 2000; Thwaites & Tran, 2005).

Os achados radioldgicos incluem: captacao de contraste na meninge basal e na
fissura silviana, tuberculomas, hidrocefalia, infartos isquémicos nas regides talamicas,
nos ganglios da base e na capsula interna. A angiorressonancia pode também mostrar
alteracdes nos vasos do poligono de Willis, como estreitamento ou a completa oclusao
dos vasos (Garg et al, 1999; Thwaites et al, 2000; Berger et al, 1994; Jinkins et al,

1995).

Apesar de poucos trabalhos terem sido feitos com o objetivo de diferenciar os
achados da MBK de outras doencas neurolégicas, estes sugerem que a RNM é melhor
que a TC para mostrar as alteracées da MBK. Porém a RNM nao é mais sensivel para
diferenciar a MBK de outras doengas, como meningite criptocécica, encefalite viral,
sarcoidose, carcinomatose meningea e linfoma (Thwaites et al, 2005; Offenbacher et

al, 1991; Tartaglione et al, 1998; Kumar et al, 1999).
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Thwaites et al 2002, usou as caracteristicas neurorradiolégicas da MBK
determinadas pela TC, como hidrocefalia, edema e captacdo meningea basal de
contraste, como critério para o diagndstico diferencial da MBK com a meningite
bacteriana. Kumar et al (1996) comparou a TC de 94 criancas com MBK e 52 criancas
com meningite piogénica, tendo concluido que a presencga de captacdo meningea basal
de contraste ou tuberculoma, ou ambos, tem sensibilidade e especificidade de 89% e
100%, respectivamente. Verdon et al (1996) revisaram 48 casos de MBK, e 51%
apresentaram hidrocefalia, 38% captacdo meningea, 36% ambas as caracteristicas,
13% infartos isquémicos e em 11% tuberculomas. Garg et al (1999) em sua revisao
sobre a MBK, mostraram que a freqiiéncia de infartos na TC varia de 20,5% a 38%.
Monteyne et al (1995) descreveu uma associag¢ao entre tuberculomas e MBK que varia
de 28% a 65%. Segundo Andronikou et al (2004), a caracteristica mais especifica da
MBK é o sinal de hiperdensidade na base antes da administracdo de contraste e a
caracteristica mais sensivel é a captacado de contraste na meninge basal. A combinacao
de hidrocefalia, infartos e captagdo de contraste sdo especificas, mas tem baixa

sensibilidade (41%).
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2- JUSTIFICATIVA

As dificuldades de se realizar o diagndstico precoce da MBK estdo bem ilustradas

na literatura descrita.

O diagnéstico precoce aumenta as chances de sobrevida e existe uma relacao
direta entre a precocidade diagnéstica e o progndstico, porém, infelizmente, a maioria
s6 é diagnosticada nos estadios avancgados, justificando assim, a alta letalidade e as

frequentes seqlelas.

Nos casos de meningite tuberculosa nao-tratados, apds 5 a 8 semanas do inicio
da doenca, evolui para o 6bito. A gravidade da MBK é confirmada pela alta taxa de
mortalidade (58,6%), que se acentua ainda mais nos menores de 4 anos (73,3%)

(Nunes et al, 1998).

Estes dados refletem a emergéncia da resisténcia aos agentes anti-tuberculose
em alguns pacientes bem como o diagndstico tardio, ocasionada pela falta de métodos
sensiveis e especificos. Portanto, testes acurados, de operacionalidade simples e de
baixo custo seriam importantes para auxiliar o diagnéstico na rede publica (Davis et al,

1993).
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Como a meningite tuberculosa nao tratada geralmente é fatal, um critério clinico
diagnéstico ou exame laboratorial para MBK deve ser sensivel. No momento, nenhum

critério laboratorial rapido e barato para o diagnéstico da MBK satisfaz essa exigéncia.

Estudos baseados na resposta imune para os antigenos micobacterianos tém sido
realizados, sendo os testes imunoenzimaticos mais atraentes por serem rapidos, de
facil operacionalidade, sensivel e relativo baixo custo, quando comparado aos testes
moleculares. Porém, devido a variacdo na sua sensibilidade e especificidade, estes

testes ainda ndo sao usados na rotina laboratorial.

Com o desenvolvimento dos métodos moleculares e elucidacado do genoma de
MTB H37Rv, foram disponibilizados antigenos especificos de natureza protéica, sendo
necessaria a avaliagdo da reatividade desses antigenos nas infecgdes tuberculosa

extra-pulmonares em areas endémicas.
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3- OBJETIVO

3.1- Objetivo Geral

Avaliar a imunorreatividade dos anticoprpos do tipo 1gG, IgM e IgA no LCR, aos
antigenos micobacterianos obtidos por recombinacao genética, MT-10.3 e MPT-64, na

meningite tuberculosa.

3.2- Objetivos especificos

1) Estimar a sensibilidade, especificidade, dos testes imunoenzimatico “in house”
para IgG, IgM e IgA, utilizando os antigenos, MT-10.3 e MPT-64, no LCR de

pacientes com meningite tuberculosa.

2) Correlacionar os parametros de celularidade e biquimicos nos LCR com a

resposta imune aos antigenos MPT-64 e MT-10.3.
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1- DESENHO DO ESTUDO

Consiste em um estudo retrospectivo, transverso, envolvendo o uso de sobras de
amostras da rotina, estocadas nos Laboratérios de Liquido Cefalorraquiano do
HUCFF/UFRJ e do Laboratério NEUROLIFE LTDA, Rio de Janeiro, durante o periodo
de junho de 1999 a maio de 2005. O desenvolvimento dos testes imunoenzimaticos
para avaliacdo da resposta imune humoral foi realizado no Departamento de

Micobacterioses-I0OC, Fundacao Oswaldo Cruz.

4.2- CASUISTICA

O estudo inclui sobras de amostras de LCR de pacientes que tiveram cultura
positiva para Mycobacterium tuberculosis. Como controle nao inflamatério, foram
utilizadas sobras de amostras de LCR provenientes da rotina de pacientes com queixas
de cefaléia e exame do LCR normal. Sobras de amostras de pacientes com o
diagnéstico de esclerose multipla (EM), definida por critérios clinicos de McDonald et al
e Indice de IgG maior que 0,7 foram utilizadas como controle inflamatério (McDonald et
al , 2001). A esclerose multipla € uma doenca inflamatéria, auto-imune caracterizando-

se pela presenca de placas de desmielinizacdo no SNC e se apresenta clinicamente
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por surtos de parestesias, paresias, ataxia, neurite Optica, alteracdes esfincterianas e

outras sindromes neurolégicas (McDonald et al, 2001; Poser, 1993).

.As amostras foram obtidas na liquoteca do LABORATORIO NEUROLIFE LTDA, a
partir do banco de dados PGLAB, que é um laboratério de analise de LCR para dar
apoio diagnéstico aos hospitais da regiao metropolitana do Rio de Janeiro. Os dados
de anamnese sdo sucintos e o material é cadastrado ao entrar no laboratério de acordo
com a suspeita diagnostica do médico solicitante. Portanto, ndo ha dados disponiveis
sobre vacinacdo, PPD e contatos com portadores de tuberculose, bem como dados de
acompanhamento diagnédstico e terapéutico. As amostras foram obtidas de pacientes
com suspeita de MBK que foram submetidos a raquicentese e examinados para
citologia global e especifica, dosagem de glicose e proteinas, exame direto para
germes comuns (coloracdo de Gram), BAAR (coloracao de Zielh-Neelsen) e fungos,
latex para germes comuns e criptococos, cultura para bactéria, fungo e BK. A detecéo
de anticorpos anti-HIV foi realizada pelo teste de ELISA Genscreen (BioRad, Franga).
Apébs a realizacdo dos testes de rotina, as amostras foram aliquotados em tubos de

microcentrifuga e estocados em freezer -20 °C até o uso.

4.3- CRITERIOS DE INCLUSAO

1- Controle Positivo: Amostras de pacientes que preencheram os critérios
diagnésticos para meningite tuberculosa, caracterizada por sinais

meningorradiculares, cefaléia, febre, vomito, alteragdo do nivel de consciéncia,
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déficit neurolégico focal, alteracdo clinica dos nervos cranianos e crises
convulsivas, associado a demonstragdo do agente etioldgico no LCR (cultura ou

baciloscopia positiva).

2- Controle Negativo Inflamatério: Amostras de pacientes que preencheram os
critérios diagnésticos de Esclerose Multipla, segundo Critérios de Mc Donald e

indice de 1gG maior que 0,7.

3- Controle Negativo Nao-Inflamatério: Amostras de pacientes com cefaléia e

exame de LCR normal.

4.4- CRITERIOS DE EXCLUSAO

1. Amostras de pacientes menores de 18 anos.

4.5- AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL

Para os experimentos de detec¢cdo de anticorpos foram utilizadas a técnica de

ELISA que foi padronizada “in house”.

4.6- ANTIGENOS

Os antigenos protéicos utilizados neste trabalho, MT-10.3 e MPT-64, foram
gentilmente doados pelo Dr. M. Singh (Lionex Diagnostics & Therapeutics GmbH,

Braunschweig, Germany) dentro do acordo de Cooperacao Brasil x Alemanha com o
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Departamento de Micobacterioses da Fundacdo Oswaldo Cruz. Os antigenos foram
obtidos por recombinacédo genética e expressos em Escherichia coli, resumidamente: os
genes codificantes de cada antigeno foram submetidos a amplificacdo por PCR, os
fragmentos obtidos foram clonados em vetor plasmidial e as proteinas foram expressas
em E. coli e purificadas (amylose resin affinity chromatography). Contaminagdo das
fracbes antigénicas foram purificadas pelo sistema Mono Q anion exchange
chromatography. Purificagdo final foi feita por diadlise e as proteinas foram aliquotadas e

liofilizadas. A concentragcao das proteinas foi determinada pelo método de Lowry.

4.7- ENSAIO IMUNOEZIMATICO PARA LCR COM OS ANTIGENOS MPT-

64 E MT-10 (Lig-EIA)

4.7.1- Adsorcao dos antigenos ao suporte sélido (pogos da microplaca)

Os antigenos foram diluidos nas concentragcbes de 1 ug/ml em tampéao
carbonato-bicarconato. Cingiienta ul de cada antigeno foram depositados nos pogos
das microplacas de ELISA (Nunc flat bottom, immunoplate C96 Maxisorp, Thomas Sci,
USA), e em seguida incubadas por duas horas a 37°C. Ligacdes inespecificas foram
bloqueadas pela adicdo de 100 ul, em cada poco, de solugdo tampéo salina fosfato
adicionado de Tween 20 a 0,01% (PBSt) e contendo albumina sérica bovina a 5%
(BSA, (fraction V, Sigma, USA) e novamente incubada por duas horas a 37°C. Em

seguida os pocos foram lavados quatro vezes com 200 ul de PBSt e utilizadas
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imediatamente ou armazenadas a 4°C em sacos plasticos selados por no maximo, uma
semana.

Para os testes de padronizacdo e controle das placas foram preparados
concentrados de controles positivos e negativos contendo aliquotas de 10 ul de 16
diferentes amostras de LCR oriundos de pacientes com MBK, para os controles
positivos, e de Esclerose Multipla e cefaléias (Nao-MTB), para os controles negativos,
que foram aliquotados em microtubos contendo glicerol volume a volume (Vetec, RJ).
Os concentrados de positivos e negativos foram diluidos seriadamente de 1:10 a
1:1600 (razédo de 2x) em PBSt-BSA 1% e 50 pl de cada diluicdo foram adicionados aos
pocos previamente adsorvidos com os antigenos. Depois de incubagédo por 60 min a
37°C, as placas foram lavadas como descrito acima e 50 ul de cada solucdo de
anticorpos anti IgG e A humana ligadas a peroxidase (conjugados) (Sigma, USA) e
anticorpos anti IgM humana (Pierce, Germany), previamente diluidas a 1:800, 1:2000 e
1:20000 em solucdo de PBSt-BSA a 1%, respectivamente, foram depositadas nos
respectivos pocos. Apos incubacao de 1h/37°C, procedeu-se a lavagem como descrito
acima. As reacgdes foram revolvidas com a adicdo de 50 ul de solugdo substrato de
trimetilbenzidina (TMB, SH, Germany) e as placas foram incubadas em local escuro a
temperatura ambiente. A reacao de cor foi interrompida com a adicdo de 100 pl de
acido sulfarico 2,5 M. A intensidade das reacoes foi determinada com o uso de leitor de
microplacas (Labsystems Multiskan MS Plate Reader, USA) em dois comprimentos de
onda (450/630 nm) com movimento continuo, para controlar possiveis variacbes de
absorbancia (condensacdo, impressao digital). Os resultados serdo expressos em

densidade ética (DO) x 1000.
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As diluicbes das amostras de LCR e conjugados a serem utilizadas para testar a
amostragem proposta, foram definidas pelas reagdes antigeno x anticorpo ideal, isto &,
as que mostraram maior discriminacao entre os concentrados de MBK em relacao aos
concentrados de ndo MBK.

Em todas as placas teste foram adicionados os concentrados positivos (MTB) e
negativos (ndo MTB) em no minimo quatro diluicbes para servir como controle das
placas nos testes realizados no mesmo dia ou em dias diferentes. Cada placa continha
um poco com controle branco e a DO da solugdo branco (Solucao substrato) nao
ultrapassou o valor de 100. Quando isto ocorreu, devido a um erro operacional nas
etapas de lavagem, os testes foram repetidos. Todos os testes foram realizados em
duplicata e os seus valores nao excederam 25% do valor médio das duplicatas. Quando

isto ocorreu o teste foi repetido.

4.8- ESTUDO ESTATISTICO

Resultados dos exames bioquimico-celular e dos testes imunoenzimaticos nas
amostras de LCR foram introduzidos em uma planilha Microsoft Excel. Os dados foram
transferidos para o programa SPSS 11.0 para andlise estatistica (SPSS Inc, Chicago,

IL, USA).

Um teste qualitativo tem como resultados possiveis, negativos ou positivos. Em
um teste quantitativo € necessario estabelecer um valor de corte a partir do qual ele

sera considerado positivo; isto €, um valor que forneca maior sensibilidade possivel sem
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afetar a especificidade do teste. Sua finalidade é determinar o valor diagndéstico 6timo

de um método que expressa resultados na forma de valores continuos.

Com esta finalidade, pode-se utilizar a formula de insercdo dos resultados
obtidos de uma amostragem estudada em uma curva do tipo receiving operator
characteristic curve - ROC (curva de operacao caracteristica). Na curva ROC, o
diagnéstico é considerado uma variavel estavel, composta de dois valores possiveis
(neste caso, TB ou ndao TB). Um teste ideal deve fornecer sensibilidade e especificidade
altas, e no gréafico da curva ROC, este valor ideal deve estar proximo do angulo superior

esquerdo. Quanto mais proximo desse angulo, melhor o teste (Figura 2).

10
090 1 "
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1,0 0,90 0,80

1 - Especificidade

Figura 2. Curva do tipo receiving operator characteristic curve (ROC) hipotética e ideal

A comparacao das médias de variaveis nao continuas foi realizada pelo teste “t”
de Student. Para comparar as diferencas nas freqiéncias dos resultados obtidos nos

diferentes grupos avaliados com os diferentes antigenos foi utilizado o teste Anova. A
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comparacao das médias entre os grupos foi realizada pelo teste de Student-Newman-
Keuls. O grau de concordancia entre os antigenos testados com as diferentes
imunoglobulinas foi determinado pelo teste de correlacao (r) e a significancia pelo teste
de Pearson.

A presenca de anticorpos para os antigenos de M. tuberculosis em pacientes
com meningite tuberculose, sera a variavel preditiva e espera-se positividade dos

testes.

4.9- ASPECTOS ETICOS

O presente estudo obteve aprovacdo dos Comités de Etica do HUGG e HUCFF,
além de dispensa do termo de Consentimento informado para uso de amostras
estocadas, baseado na resolucao n° 01/88 publicado na revista Bioética, CNS (vol.3 n°
2, 1995), Diretriz 9: "Estudos epidemioldgicos que requerem o exame de documentos,
tais como prontuarios médicos, ou de sobras andénimas de amostras de sangue, urina,
ou espécimes de tecidos podem ser realizadas sem o consentimento dos individuos
envolvidos, desde que seu direito ao sigilo seja garantido, pelos métodos em estudo” e
na consulta junto ao CRM-RJ, o qual garante que a norma também se refere ao uso de

amostras deste fluido.
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5- RESULTADOS

5.1-AMOSTRAGEM

Dos LCR estocados no Laboratério NEUROLIFE no periodo de junho de 1999 a
maio de 2005 foram selecionados 90 assim divididos: 19 oriundos de pacientes com
meningite tuberculosa diagnosticados pela cultura positiva para M. tuberculosis (Grupo
), 26 oriundos de pacientes com esclerose multipla (Grupo 1l) e 45 individuos com
cefaléia e exame de LCR normal (Grupo Ill). As caracteristicas clinicas e demograficas
dos pacientes estdo descritas na Tabela Il .

O Grupo Il (esclerose multipla) € composto de individuos mais jovens que 0s
pacientes dos Grupos | e lll (p=0,03). Houve uma predominancia do sexo feminino nos
pacientes dos Grupos Il/lll (p=0,004) e o sexo masculino foi predominante no Grupo |
(p<0,05). Todos os LCR dos pacientes do Grupo | apresentaram Gram e BAAR

negativos e cultura para MTB positiva.
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Tabela Il. Caracteristicas clinicas e demograficas dos diferentes grupos de LCR.

Diagndstico

Numero de pacientes (%)

Caracteristicas

Grupo | Grupoll  Grupo Il P
N= 19 N= 26 N= 45 valor
Idade x* (SE) 47,89 (17,6) 34,53 (10,42) 45,75(22,97) 0,03
Sexo
Masculino 12 (63) 4 (15,38) 16 (35,5)
Feminino 7 (37) 22 (84,62) 29 (64,5)
Sorologia para HIV
positivo 8 (42,1)
negativo 6 (31,6) 26 (100) 45 (100)
Nao Realizado 5(26.3)
Bacterioscopia
BAAR Positiva 0
0 0
BAAR Negativa 100% 0
Cultura positiva 100% 0

HIV: Virus da Imunodeficiéncia Adquirida. BAAR: Bacilos alcool-acido resistente. (xt SE):
MédiatDesvio Padrdao. Grupo | (meningite tuberculosa), Grupo Il (esclerose multipla) e Grupo Il

(cefaléia).
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Os resultados dos exames bioquimico-celular das amostras de LCR estudados
estdo mostrados na Tabela Ill. Como esperado, de um modo geral, os valores médios
de todos os pardmetros mostram-se mais elevados nos estados de MBK que nos
controles negativos. Contrariamente, as outras células encontradas no LCR, os
plasmécitos, basofilos e macréfagos nao estdo presentes em quantidades
significativamente diferentes aos outros Grupos. Os leucécitos, hemacias, neutrofilos,
eosinofilos e proteinas foram significativamente mais elevadas no Grupo | (p<0,05), ja a
glicose, embora significativamente diferente entre os trés Grupos, apresentou

concentragdo média menor no Grupo | (p<0,05).

Baseado no critério de gravidade da doenca em relagdo a proteinorraquia, de
acordo com FUNASA 2002, os pacientes do grupo | (n=19) foram subdivididos em trés
Sub-Grupos (SG): SG I.1= PR <40 mg/dl; SG 1.2 = 40>PR<300 mg/dl e SG 1.3 =
PR=300 mg/dl. Como mostrado na Tabela IV a leucometria acompanhou o padrao de
aumento da concentracdo de proteinas. O numero de neutréfilos aumentou nos LCR do
SGI.1 para o SGI.3, enquanto que o numero de linfécitos mostrou-se mais elevado no
SGl.1, mas sem significancia estatistica, provavelmente devido ao baixo niumero de

LCR em cada SG.
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Tabela Ill. Resultados dos exames bioquimico-celular dos LCR nos diferentes grupos

de LCR.

X+ SE
Caracteristicas
Grupo | Grupo I Grupo Il P valor
Leucécitos (cel/mm®)  196,2+259 7,25+1368 1,73+1,05 <0,05
Hemaécias (cel/mm?®)  9,68+22,49 1,74+522  1,55+3,42 0,01
e 53,52 +22,32 0,14+0,45 0,04 £ 0,29 <0,05
Neutroéfilos (%)
+ +
Eosinéfilos (%) 0,36 £ 0,59 0,08+0,19 0 <0,05
s 36,7 + 22 33,75+44,86 8,15+26,43 <0,05
Linfocitos (%)
. . 8,26 + 3,12 3,11+4,44 0,68 + 2,53 <0,05
Monécitos (%)
+
Plasmécitos (%) 0,1+£0,45 0 0 0,155
Basdfilos (%) 0 0 0 0
+
Macrofagos (%) 1+0388 0 0 <0.05
+ + +
Proteinas (mg/dL) 221,3+ 278 35,4 + 20,7 29,8 £ 4,38 <0,05
Glicose (mg/dL) 34,31 +£12,3 52,3+12,7 60,35+10,81 <0,05

Grupo I: Meningite tuberculosa; Grupo II: Esclerose Mdltipla; Grupo llI: Cefaléia.

x+ SE: MédiatDesvio Padrao.
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Tabela IV: Caracteristicas clinicas e citoquimica dos LCR provenientes de pacientes

com MBK e sub-agrupados de acordo com a concentracao protéica do LCR

SUB-GRUPO |
Caracteristicas SG A1 SG 1.2 SGI.3
P valor
n=2 n=12 n=5
HIV n (%)

Soropositivo 0 5 (41.7) 3 (60)
Soronegativo 100 5(41,7) 1 (20)

N&o realizado 0 2 (16,6) 1 (20)

Citoquimica (xt SE)
Leucécitos (cel/mm®) 16,5+0,7 152,33+185,80 373,4 + 381,95 0,164

+ + +
Neutréfilos (%) °) =076 96.5%23 552+12,65 0,337
+ + +
Linfécitos (%) 10403 352172 31+10,81 0,239
+ + +
Mondcitos (%) 5,5%2,12 7,332, 116+23 0,007
Glicose (mg/dL) 46 +7 33,9+ 11,7 30,6 + 14,4 0,343

SUB-GRUPO | : pacientes com Meningite tuberculosa; SG |.1= Proteinorraquia €40 mg/dl; SG 1.2 =
40>Proteinorraquia<300 mg/dl e SG 1.3 = Proteinorraquia=300 mg/dl. x+ SE: MédiatDesvio Padrao
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Quando se analisou os resultados bioquimicos-celular do LCR do SG | co-infectado
ou nao por HIV, observou-se que o0s leucocitos, proteinas e a glicose estdo mais
elevados no LCR oriundos de pacientes HIV positivos (p<0,05). Os neutréfilos, linfocitos
e mondcitos ndao mostraram diferenga significativa entre os HIV positivo e negativo

(Tabela V).

Tabela V. Resultados dos exames bioquimico-celular dos LCR do SubGrupo |

Infetados ou nao pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV)

SUBGRUPO |
Exames Bioquimico- (xx SE)
Celular HIV Soropositivo  HIV Soronegativo P Valor
N=8 N=6

Leucécitos (cel/mm?®) 236,87 + 260,18 115+ 76,67 0,292
Neutrdfilos (%) 55,87 £ 19,05 60,5 £ 23,08 0,688
Linfocitos (%) 34,2 +18,59 30,83 + 20,97 0,753
Mondcitos (%) 8,62 + 2,82 7,33 0,426
Proteinas (mg/dL) 324,87 + 400,61 159 £ 102,9 0,346
Glicose (mg/dL)6 38,62+ 14,16 25,83 + 8,84 0,077

SUB-GRUPO I : pacientes com Meningite tuberculosa; x+ SE: MédiatDesvio Padrao
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5.2- PADRONIZAGAO DO LIQ-EIA:

A padronizagao do Lig-EIA com os antigenos MPT-64 a MT-10.3 foi realizada com
os concentrados de LCR de pacientes MBK e Nao-MBK. A Figura 3, mostra as
melhores diluicbes dos LCR e conjugados para a deteccdo dos diferentes tipos de
imunoglobulinas. O melhor resultado discriminatério das reacées antigeno x anticorpo
nos LCR controle positivo (MBK) e negativo (Nao MTB) foi obtido com a diluicao a 1:40
e 0s conjugados anti-IlgG, IgM e IgA diluidos respectivamente a 1:800, 1:20.000 e

1:2000.

5.3- TESTE IMUNOEZIMATICO EM LCR (LIQ-EIA)

Todos os LCR arrolados no estudo foram ensaiados para o método imunoenzimatico
com os antigenos MPT-64 a MT-10.3. A Figura 4 mostra os resultados das densidades
6ticas nos LCR individualmente. As médias de DO para os diferentes antigenos e tipos
de anticorpos foram significativamente diferentes entre o Grupo | e os Grupos controles
(Grupo lI/1ll, p<0,05). As médias de reatividade para os antigenos MPT-64 e MT-10.3
foram maiores para a IgG (311,5 + 145,5 e 215,8 + 130,1, respectivamente) no Grupo |.
Para a IgM (153,9 + 184,26 e 86,15 + 49,14, respectivamente) e IgA (141,36 + 949 e
168,26 = 119,6, respectivamente) as médias de DO foram significativamente diferente
entre os Grupos | e II/lll, embora com menor reatividade que para IgG. Nao houve

diferenca significativa entre as médias de DO dos LCR Nao-MBK (p>0,22).
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Figura 3. Resultado da padronizagdo com o concentrado de LCR MBK (controle positivo) e Nao TB
(controle negativo) com o antigeno MPT-64 e MT-10.3 (1 ug/ml) e conjugados A) anti IgA, B) anti IgM e

C) anti IgG
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Concentrado de LCR controle negativo (Nao-MBK)
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A Figura 5 mostra a curva ROC de sensibilidade x especificidade do Lig-EIA para
deteccao dos diferentes tipos de Acs reativos aos Ags MT10.3 e MPT-64. Os pontos de
cortes obtidos foram respectivamente 212, 94,5 e 98,5 para IgG, IgM e IgA-MPT64 e
109,5, 62,5 e 84,5 para MT10.3. A 1IgG-MT-10.3 mostrou a melhor sensibilidade (100%)
com boa especificidade (92%) e a IgG-MPT-64 a melhor especificidade (94%), mas com
menor sensibilidade (90%) seguidos da IgA MPT-64 (90% e 92 %), IgM-MT-10.3 (90 %
e 78%), 1gA-MT-10.3 (79 % e 75 %) e IgM-MPT-64 (68 % e 66 %) quanto a

sensibilidade e especificidade, respectivamente (Figura 4 e Tabela VI).

A analise global e cumulativa, dos ensaios imunoenzimaticos com as IgA, IgM e 1gG
dos LCR para cada um dos antigenos testados estdo mostrados na Tabela VI. Embora
a sensibilidade dos testes com a IgG MT-10.3/MPT-64 e IgA-MT10.3/MPT-64 tenha se
mostrado mais elevada (100 %) houve um decréscimo na sensibilidade (<90%), alias

isto ocorreu para todas as combinagdes analisadas (Tabela VIII).
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Tabela VI: Sensibilidade e especificidade do Lig-EIA na detec¢édo de diferentes tipos de anticorpos reativos aos antigenos MPT-64 e MT-

10.3
NUmero de positivos /total (%)
IgM IgG IgA
MPT-64 MT-10.3 MPT-64 MT-10.3 MT-10.3 MPT-64
SENSIBILIDADE 13/19 (68) 16/ 19 (90) 17/ 19 (90) 19/ 19 (100) 15/ 19 (79) 15/ 19 (90)

ESPECIFICIDADE 24/ 71 (66) 16/ 71 (78) 41 71 (94) 5/ 71 (92) 18/ 71 (75) 6/ 71 (92)
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Tabela VII: Frequéncia da resposta imune de IgG, IgM e IgA aos antigenos MPT-64 e MT-10.3 no LCR de pacientes MBK subdivididos quanto

a sorologia para HIV e proteinorraquia (PR).

NUmero de positivo/ Total (%)

Ilg G IgM Ig A
MPT-64 MT-10.3 MPT-64 MT-10.3 MT-10.3 MPT-64
HIV + 8/8 (100) 8/8 (100) 6/8 (75) 8/8 (100) 7/8 (86) 718 (86)
HIV - 5/6 (83) 6/6 (100) 416 (67) 416 (67) 416 (67) 5/6 (83)
SG 1.1 1/2 (50) 2/2 (100) 1/2 (50) 1/2 (50) 1/2 (50) 2/2 (100)
SG 1.2 11/12 (92) 12/12 (100) 8/12 (67) 10/12 (83) 9/12 (75) 8/12 (67)
SG 1.3 5/5 (100) 5/5 (100) 4/5 (80) 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100)

HIV +/- = Human Immunodeficiency Virus soro-positivo/negativo; SGI= Grupo | (MBK), subdividido quanto a proteinorraquia: SGI.1 <

40mg/dl; SGI.2 40<PR<300 mg/dl; SGI.3 > 300 mg/dl.



Tabela VIII: Sensibilidade e especificidade do Lig-EIA analisando os resultados cumulativamente.

IgM 19G IgA
MPT-64 MT-10.3 MPT-64 MT-10.3 MPT-64
MT-10.3 S (%)= 89,5
IgM E (%)= 49,3
MPT-64 S (%)= 89,5 94,7
1gG E (%)= 64,8 71,8
MT-10.3 S (%)= 100 100 100
19G E (%) = 63,4 71,8 88,7
MPT-64 S (%)= 100 100 100 100
IgA E (%)= 59,1 73,2 86 84,5
MT-103 S (%)= 94,7 94,7 100 100 89,5
IgA E (%) = 43,7 60,5 70,4 69 73,2

60
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Figura 4. Resultados do Lig-EIA expresssos em densidade 6tica com os antigenos MPT-64 e MT-

10.3 para detecéo dos anticorpos 1gG, IgM e IgA 1gG.
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Analisando-se os resultados da leucometria e os valores médios da reatividade,
observou-se existir uma baixa correlacdo pata todas as imunoglobulinas com os
diferentes antigenos (r<45). Foi encontrada alta correlagao entre a proteinorraquia e as
médias de DO, variando entre 88% e 89% para o teste IgA e IgM a 91,1% para IgG

MPT-64 (p=0,01).

Ao avaliar os dados dos LCR subdivididos em relagcdo a concentragao protéica, ndo
foi encontrada diferenca entre os SG quanto a média das DOs para IgM MPT-64
(p=0,18) e IgG MT-10.3 (p= 0,11). A média de reatividade da IgG MT-10.3 no SG 1.3
(321,2 £ 178,6) foi maior que os demais SG embora sem diferenga significativa
(p=0,09). Poréem as médias de reatividade das demais imunoglobulinas para ambos os
antigenos foram significativamente diferentes entre o SG .3 x SGl.1/1.2 (p<0,007).
Comparando a frequéncia de resposta imune em todos os SG, foi encontrada alta
freqUéncia de reatividade para IgG MT10.3 (100%), seguida pelas IgA e IgG MPT-64

(Tabela VII).

Analisando-se o Grupo | de acordo com o status do HIV, observou-se que nao houve
diferenca significativa de imunoreatividade para os diferentes Ac com ambos os Ags
(p>0.05), entretanto a freqiiéncia de resposta foi mais elevada para IgG-MT10.3 (100%)
seguida da IgG MPT-64 (100% e 83%, respectivamente para HIV soropositivo e

negativo) (Tabela VII).



Figura 5. Curva ROC de sensibilidade x especificidade do Lig-EIA para deteccao

dos diferentes tipos de Acs reativos aos Ags MT10.3 e MPT-64.
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6- DISCUSSAO

Tanto o Brasil, como os paises em desenvolvimento, enfrentam o desafio de
diagnosticar precocemente as doencas cuja morbidade e letalidade sédo elevadas,
objetivando reduzir o impacto econdmico destas na politica de saude publica, pois

geram gastos excessivos.

A MBK, apesar de ter baixa prevaléncia no Brasil, entre 0,15 e 0,34/100.000
habitantes, apresenta uma taxa geral de mortalidade de 10% e para os tratados
tardiamente de 50%, podendo chegar a 100% caso ndo sejam tratados apds 5 a 8
semanas do inicio da doenca (GT-MENINGITE/COVER/CGVEP/CENEPI/FUNASA/MS

2000; Nunes et al, 1998a; 1998b).

Os métodos diagndsticos de rotina utilizados na MBK ainda se baseiam nos
microbiolégicos e na bioquimica, sendo o padrdo-ouro o microbiolégico (cultura).
Entretanto, a cultura é morosa, laboriosa e de sensibilidade variavel, comprometendo o
rapido diagnostico. Com o desenvolvimento da biologia molecular, métodos alternativos
tém sido pesquisados nos ultimos anos, entre estes os baseados na estrutura dos

acidos nucléicos e na resposta imune do hospedeiro (Thwaites et al, 2002).

O imunodiagnéstico na tuberculose apresenta sensibilidade e especificidade
variadas devido a heterogeneidade dos antigenos e da resposta imune do hospedeiro.

Com o desenvolvimento da biologia molecular, varios antigenos especificos do MTB
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tém sido obtidos, mas poucos sdo os estudos avaliando seu potencial para uso
diagnéstico na tuberculose extra-pulmonar. Entre os métodos imunodiagnésticos, o
teste de ELISA apresenta vantagem de ser de facil realizagéo, relativo baixo custo e
sensivel. Portanto, seria um método Util em saude publica se demonstrasse acuracia
adequada. O método de ELISA para o imunodiagnéstico precoce da MBK tem sido
estudado nas Ultimas décadas. Alguns trabalhos tém descrito as vantagens e
desvantagens do método direto (pesquisa de Antigenos) e indireto (pesquisa de

Anticorpos) no diagnostico da MBK. (Chandramuki et al, 2002)

No presente trabalho, foi avaliada a imunorreatividade de 1gG, IgM e IgA aos
antigenos micobacterianos, MPT-64 e MT-10.3 no LCR de MBK. O Lig-EIA IgG MT-10.3
mostrou a mais alta sensibilidade e especificidade (100% e 92%), seguidos das IgG
MPT-64 (90% e 94%), IgA MPT-64 (90% e 92%), IgM MT-10.3 (90% e 78%), IgA MT-
10.3 (79% € 75%) e IgM MPT-64 (68% e 66%). Os valores médios de DO no grupo com
MBK, para IgG MPT-64 (311,5 + 1455) e IgG MT-10.3 (215,8 + 130,2), foi
significativamente mais elevado que para os controles negativos (p<0,005). Nao ha
relatos de estudos envolvendo a resposta imune ao antigeno MT-10.3 no LCR, portanto
esta é a primeira vez que este antigeno € avaliado quanto a sua imunoreatividade no

LCR de pacientes com MBK.

O Lig-EIA IgM MT-10.3, IgG e IgA MPT-64, resultou em menor sensibilidade (90%),
sendo que a IgG MPT-64 forneceu maior especificidade (94%). Entretanto,
Chandramuki et al (2002) estudando LCR de pacientes com MBK cultura positiva da

india, encontrou baixa sensibilidade para IgG MPT-64 (12%). Estes achados,
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acentuadamente discrepantes, podem estar relacionados a qualidade do antigeno
utilizado, as diluicdes empregadas ou ao tamanho da amostragem testada, ja que o
numero de pacientes indianos foi de 50 e a nossa de 19. A especificidade do teste
encontrada por estes autores foi de 100%, similar ao encontrado em nosso estudo
(94%). Estes achados aliados a alta especificidade da IgG MT-10.3, corrobora a
hipdétese de Chandramuki et al (2002) de que em regides de alta endemicidade para
tuberculose (aproximadamente 40% de infeccdo latente na populagdo adulta), a
tuberculose ativa estaria preferencialmente associada a detecgéo de anticorpos para os
antigenos micobacterianos no LCR. O presente trabalho mostra que o Lig-EIA para IgG
MT-10.3 foi capaz de detectar todos os LCR de MBK, apresentando menos de 10% de
falso-positivos. O fato do Lig-EIA 1gG MT-10.3 mostrar alta sensibilidade favorece o
diagnéstico rapido de uma doenga que apresenta rapida evolugao e que pode levar ao

Obito, caso ndo seja diagnosticada e tratada precocemente.

Varios autores consideram que o uso de multiplos antigenos na composi¢cao de um
teste diagndstico seria uma estratégia importante para detectar um maior nimero de
pacientes com tuberculose, ja que estes parecem responder de forma heterogénea aos
diferentes antigenos micobacterianos. Em nossa analise global e cumulativa de
diferentes imunoglobulinas com ambos os antigenos estudados, mostrou um aumento
da sensibilidade, porém com comprometimento da especificidade e nenhuma das

combinagdes apresentou melhor resultado que a IgG MT-10.3 (Tabela VIII).

Segundo Watt et al (1988), a baixa sensibilidade dos testes de ELISA pode estar

associada a auséncia de anticorpos no LCR nos estadios iniciais da infec¢do ou com a
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evolugao do tratamento. Mas, em nosso estudo, dos dois pacientes do SGI.1 (baixa
concentragdo de proteinas), todos responderam para a IgG MT-10.3 (100%) (Tabela
VIl). Os valores médios de DO neste grupo de pacientes, foi mais elevado que nos

controles negativo, embora sem diferenga significativa (207 £+ 8 /179,5 + 22, p= 0,39).

Recentes estudos populacionais de pacientes com MBK tém mostrado uma variagao
na incidéncia entre os sexos e na média de idade. O estudo de Tan et al (1999)
mostrou média de idade de 37,9 £ 14,9 (9 a 63 anos) e predominio de pacientes do
sexo feminino (1,44:1). Verdon et al (1996) em uma revisdo de 46 casos de MBK na
Franca, encontraram média de idade de 46 anos (18 a 83) e um predominio de
pacientes do sexo masculino (32 homens e 16 mulheres). No estudo de LAU et al
(2005) com 166 pacientes com MBK, em Hong Kong, média de idade foi 42,9 e 50%
dos pacientes eram do sexo masculino. Em nosso estudo, com pacientes brasileiros, os
resultados foram similares aos franceses e chineses, com predominancia de pacientes
do sexo masculino (63%) e médias de idade acima de 45, embora ndo haja relevancia.
Com relacédo a populacdo controle, em nosso meio houve predominio de individuos do
sexo feminino, o que também corrobora os achados na literatura internacional onde

pacientes com EM sé&o predominantemente deste sexo. (Poser, 1992).

O Grupo Il, em nosso estudo, € composto por individuos significativamente mais
jovens quando comparados com os pacientes dos Grupos | (47,89 + 17,6) e Grupo llI
(45,75 £ 22,97) (p=0,03), resultados estes similares aos encontrados em estudos

prévios. (Arruda et al, 2001; Ferreira et al, 2004).
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As anormalidades no exame do LCR de pacientes com MBK sdo bem descritas na
literatura. Geralmente, a meningite tuberculosa apresenta-se com uma pleocitose com
predominio de neutréfilos, nas fases iniciais, e a medida que a doenga progride, ocorre
predominio de linfécitos, aumento nos niveis de proteina e diminuicdo nos niveis de
glicose. Em nosso estudo, a média de todos os parametros citoquimicos mostra-se mais
elevada nos estados de MBK que nos controles negativos, exceto para a glicose, que
apresentou menor concentragdo média (p<0,05), corroborando os estudos anteriores

(Heringer et al, 2005; Verdon et al, 1996; Tan et al, 1999; Klein et al, 1985).

A infecgdo por MTB é uma complicagdo comum da infeccdo do HIV contribuindo
para aumentar a incidéncia da MBK. Segundo a literatura internacional, apesar deste
aumento de incidéncia, as caracteristicas clinicas, laboratoriais e radiolégicas ou a
resposta ao tratamento da MBK néo se altera com a co-infecgdo HIV/TB (Yechoor et al,
1996; Berenger et al, 1992). Em nosso estudo, entretanto, o grupo dos pacientes com
MBK co-infectados pelo HIV, além de predominar o sexo masculino, a média dos
leucécitos, proteinas e da glicose esta mais elevada. Esta discrepancia pode estar

relacionada ao pequeno numero de LCR testados.

A infeccdo causada pelo HIV tem dimensbes pandémicas e atinge areas de alta
endemicidade para TB, sendo, portanto necessario investigar sua significacdo na
resposta imune dos infectados por MTB. Em nossos resultados, ndo houve diferenca
significantiva da imunorreatividade da IgG e IgA, aos antigenos testados, nos LCR de

pacientes MBK co-infectados ou nao pelo HIV (Grupo I, p>0,05), sugerindo que em



69

nossas amostras, a co-infeccdo HIV/MBK nao interfere na resposta imune aos
antigenos MPT-64 e MT-10.3. Estes resultados estdo em desacordo com os descritos
por Chandramuki et al (2002), que mostraram que a resposta imune em pacientes com
co-infeccdo MTB/HIV est4 diminuida. Entretanto, eles ndo encontraram diferenga na
reatividade de anticorpos de pacientes MBK/HIV positivos diagnosticados clinicamente
e aqueles com cultura positiva, concluindo que o HIV parece reduzir a capacidade de
producao de anticorpos no LCR de MBK, mas nao acentuadamente, o que na verdade

apdia os nossos achados.

Deeny et al (1985) e Nunes et al (1998) observaram que a MBK pode estar
associada a uma neutrofilia persistente, o que pode ser um fator de confusao para o
diagndéstico. Da mesma forma, Marinho et al (1997) mostraram que a MBK pode se
apresentar como uma meningite neutrofilica persistente em pacientes com SIDA, pois
supde que o paciente co-infectado pelo HIV desenvolve uma resposta parcial inicial de
defesa, ocorrendo maior resposta de fase aguda, caracterizada pela continua liberacao
de fatores quimiotaxicos para neutréfilos, impedindo o predominio linfocitario. Apesar de
nao haver diferenca estatistica entre as médias dos linfécitos e neutréfilos (p>0,05) do
Grupo | em nosso meio, existe um predominio neutrofilico, corroborando os relatos da
literatura. Porém, nos dois pacientes do SGl, a analise sugere que niveis normais de
proteina estdo associados a um predominio de linfocitos e apesar de nao dispormos de
dados clinicos evolutivos, foi evidenciada neste estudo a ocorréncia de meningite
neutrofilica nos LCR de pacientes HIV soropositivos e negativos (tabela V). Este € um

dado importante, pois ndo condiz com o padrao evolutivo da doenca onde é esperado
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um predominio linfomonocitario (Deeny et al, 1985; Nunes et al, 1988).
Consequentemente, estes achados dificultam o diagnéstico apenas pelos métodos
citoquimicos. Portanto, considerando que a maioria dos LCR de MBK, infectados ou
nao pelo HIV e com proteinorraquia elevada ou nao, continha anticorpos 1gG e IgA que
reconhecem os antigenos MT-10.3 e MPT-64 , o imunodiagnéstico parece ser uma

alternativa potencial (Tabela V).

Fatores como diagndstico tardio, introducdo de terapia especifica tardiamente,
idades extremas, estadio avancado da doencga, presenca de hidrocefalia e hipertensao
intracraniana, durante o curso da doenca, e associacdo com doencgas sistémicas
crbnicas estdo associados ao mau progndéstico. Basicamente existem dois métodos
propostos na literatura para avaliar o progndéstico: a proteinorraquia e o estadio clinico
da doencga. Entretanto ha divergéncias entre os investigadores. Nunes et al (1998), Tan
et al (1999) e Wang et al (2002) mostraram que néo ha relacédo entre os niveis elevados
de proteina no LCR e o mau prognoéstico da doenga, enquanto que em outros estudos
foi sugerido que niveis > 300mg/dl de proteina no LCR sdo um marcador de pior
progndstico. (Boissonnas et al, 1983; Fundagao Nacional de Saude, 2002; Porkert et al,

1997; Misra et al, 1996).

No presente estudo, o Grupo | foi subdivididos em 3 subgrupos de acordo com a
concentracédo de proteinas. O SG 1.3, que apresentou maior concentracao proteica, foi
também o grupo com maior imunorreatividade média para os antigenos
micobacterianos (p<0,007), exceto para IgG MT-10.3 e IgM MPT-64 (p>0,11). Portanto

em nossos resultados, o aumento da imunorreatividade em amostras com
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proteinorraquia alta sugere que a produgao de anticorpos aumenta com a gravidade da
doenca, ou decorrente da disfun¢cdo da BHL e migracéo de proteinas do sangue para o
LCR,visto que os SG I.1 e 2 apresentaram menor média de reatividade que o SG 1.3,
mas sem diferenca significativa entre esses grupos (p>0,5). Mas a freqiiéncia de
respondedores em todos os SG | foi alta principalmente para IgG MT-10.3 (100%),
seguido de IgA e IgG MPT-64 (Tabela VII). Entretanto maiores estudos sao necessarios
para elucidar se o aumento médio de anticorpos € de producdo intratecal ou

provenientes do aumento de transudagéo do soro para o LCR.

Um desafio importante do diagnéstico precoce da MBK esta na diferenciacdo com
as meningites nao-tuberculosas ou as meningites bacterianas parcialmente tratadas. A
falha no tratamento das meningites piogénicas pode produzir achados LCR
semelhantes a MBK, além de interferir no diagnéstico bacteriolégico. Os métodos
convencionais de diagnostico da MBK s&o pouco sensiveis ou exigem um tempo de
concluséo prolongado, como ocorre na baciloscopia liquérica (exame direto) e a cultura
em meio de LJ, respectivamente. Portanto, sdo necessario estudos futuros para avaliar

o Lig-EIA no diagnéstico diferencial das meningites infecciosas ndo-tuberculosas.
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7- CONCLUSOES

- O Lig-EIA para MT-10.3, neste estudo, foi pela primeira vez utilizado na deteccéo
de Ac em LCR na meningite tuberculosa mostrando seu potencial imunodiagnéstico ao
detectar todos os LCR de MBK cultura positiva, e apresentando menos de 10% de

falso-positivos.

- Lig-EIA para IgG MT-10 mostrou alto percentual de respondedores nos LCR, de
pacientes com MBK, com diferentes concentracdes de proteinas, sugerindo a presenca

de Ac para este antigeno.

- Os pacientes com MBK, co-infectados ou ndo pelo HIV, ndo apresentaram
diferenca significativa na imunorreatividade da IgG e IgA aos antigenos testados,
sugerindo que em nossas amostras, a co-infecgcdo HIV/MBK né&o interfere na resposta

imune aos antigenos MPT-64 e MT-10.3.

- A resposta imune ndo sofreu interferéncia dos niveis de proteina e do status do

HIV, portanto o Lig-EIA seria potencialmente util para auxiliar no diagnéstico.

- Os pacientes com maior concentracdo protéica apresentaram maior
imunorreatividade média para os antigenos micobacterianos, sugerindo que o aumento
da imunorreatividade em amostras com proteinorraquia alta pode ser conseqiéncia do

aumento da concentracao de anticorpos associado a gravidade da MBK.
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Os resultados encontrados em nosso estudo sao encorajadores quanto ao potencial
imunodiagnostico dos antigenos estudados, entretanto pesquisas continuadas sao

necessarias para elucidar questoes tais como:

- Se a presenga de Ac no LCR reflete uma producao intratecal ou é devido a

transudagao do soro para o LCR.

- Estudar a correlacdo entre a proteinorraquia e a resposta imune em uma

populagdo maior de pacientes em todos os subgrupos

- Estudar a imunorreatividade dos Ags no diagnéstico diferencial com outras

meningites infecciosas

Futuros estudos envolvendo maior numero de amostras com o0s antigenos

estudados, favoreceria a validagdo de um teste para o diagnéstico da MBK.
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