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RESUMO

Introdugao: A Micobacteriose (MB) é uma das principais causas de mortes
no mundo e sua incidéncia aumentou significativamente com o surgimento da
AIDS. Objetivos: Os objetivos do presente trabalho foram comparar o padrao da
resposta inflamatéria nas MBs pulmonares (MBP) entre dois grupos (Grupo I:
MBP; Grupo Il: MBP/AIDS), e caracterizar as espécies de micobactérias através
da técnica de PCR. Material e Métodos: Foram selecionados 16 casos de MBP
para o grupo | e 59 casos para o grupo Il, provenientes de pacientes autopsiados
no Departamento de Patologia da FMUSP entre 1975 a 2004. Realizamos
coloragdes de H&E e Ziehl-Neelsen (ZN) para o estudo histopatologico, e para o
estudo imunohistoquimico utilizamos anticorpos Anti-BCG, CD4, CD8, CD15,
CD20 e CD68. Selecionamos 20 casos de MBP distribuidos igualmente entre os
dois grupos para a identificacdo das espécies M. tuberculosis € M. avium.
Resultados: A média de idade do grupo | foi de 28,52 anos + 18, 21 anos e do
grupo |l foi de 36,2 anos + 10,36 anos. Histopatologicamente observamos o
padrdo de granulomas bem formados em 15 casos do grupo |, enquanto que no
grupo Il houve um predominio de granulomas mal formados. A coloragao de ZN foi
positiva em 82,35% e 84,75% dos casos para o grupo | e grupo Il
respectivamente. A imunohistoquimica para BCG foi positiva em todos os casos
de ambos os grupos. O grupo | apresentou uma maior prevaléncia de linfécitos
TCD4 (37,65%), seguido pelos linfécitos TCD8 (26,85%), macrofagos (23,71%),
linfécitos B (7,31%) e neutrdfilos (4,4%). Ja no grupo Il observamos um
predominio de macréfagos (50,28%), seguido por linfécitos TCD8 (23,75%), TCD4
(20,05%), linfécitos B (4,47%) e neutrdfilos (1,45%). A espécie de M. tuberculosis
foi identificada em 8 casos de ambos os grupos. A espécie M. avium foi
identificada apenas em 01 caso do grupo Il. Conclusao: Com o advento da AIDS
houve uma mudanca no perfil imunolégico da MBP devido a deplegdo dos

linfécitos TCD4. O anticorpo anti-BCG pode ser util para identificar casos de MB



que foram negativos para ZN. A Micobacteriose pulmonar foi causada

principalmente por M. tuberculosis em ambos 0s grupos.



ABSTRACT

Introduction: Micobacteriosis (MB) is one of the main causes of deaths around
the world and its incidence has been increased significantly with the emergence of
the AIDS. Objectives: Our aims were to compare the pattern of the inflammatory
response in the pulmonary MBs (PMB) between two groups (Group |: PMB; Group
[I: PMB/AIDS), and to identify the mycobacterium species using PCR technique.
Material and Methods: 16 cases of PMB for group | and 59 cases for group Il had
been selected from autopsied patients in the Department of Pathology of the
FMUSP between 1975 to 2004. We performed H&E and Ziehl-Neelsen (ZN) for
the histopathology study, and for the immunohistochemical study we use Anti-BCG
antibodies, CD4, CD8, CD15, CD20 and CD68. We select 20 cases of PMB
distributed equally in the both groups for the identification of the M. tuberculosis
and M. avium. Results: The mean age was 28,52 years + 18, 21 and 36,2 years
+ 10,36 for the group | and group Il, respectively. The histopathology analysis
showed well-organized granulomas in 15 cases of the group I, while the group Il
exhibited a predominance of the poorly organized granulomas. The ZN was
positive in 82,35% of the cases in the group | and 84.75% in the group Il. The
immunohistochemistry for BCG was positive in all cases of the both groups. Group
| presented a strong prevalence of TCD4 lymphocytes (37,65%), followed by TCD8
lymphocytes (26,85%), macrophages (23,71%), B lymphocytes (7,31%) and
neutrophils (4,4%). The group Il displayed a predominance of macrophages
(50,28%), followed by TCD8 lymphocytes (23,75%), TCD4 lymphocytes (20,05%),
B lymphocytes (4,47%) and neutrophils (1,45%). The species of M. tuberculosis
was identified in 8 cases of both the groups. The species of M. avium was only
found in one case of the group Il. Conclusion: With the advent of the AIDS it had
a change in the immunologic profile of the MBP because of the depletion of
lymphocytes TCD4. The antibody anti-BCG can be useful to identify cases of PMB
that had been negatives for ZN. The PMB was mainly caused by M. tuberculosis

in both groups.



INTRODUGAO

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) é uma doencga
retroviral, caracterizada por acentuada deficiéncia do sistema imunoldgico, devido
a uma grande perda de células T CD4+ e de um comprometimento da fungcéo das
células T auxiliares sobreviventes, resultando em um aumento da ocorréncia de
multiplas infecgdes oportunistas, neoplasias secundarias e manifestagdes
neuroldgicas (Cotran et al. 2004). E causada pelo HIV, um retrovirus humano,
pertencente a familia dos lentivirus (Harries & Maher, 1996). Segundo a
Organizagdao Mundial da Saude (OMS) até dezembro de 2005, cerca de 40,3
milhdes de pessoas ja foram infectadas pelo HIV no mundo (UNAIDS, 2005). No
Brasil estima-se que 372 mil pessoas estejam infectadas pelo virus (Ministério da
Saude, 2005).

A TB é uma doenca causada por micobactérias, as quais possuem alto
conteudo lipidico em sua parede celular. A TB humana é causada principalmente
por espécies de crescimento lento como o Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium avium e Mycobacterium kansasii (Kin et al. 2001), sendo
transmitida através de perdigotos ou pelo espirro ou tosse de individuos com TB
em locais fechados, escuros e sem ventilagcdo. Os pacientes infectados pelo HIV
possuem um maior risco de desenvolver TB ativa por causa do alto risco de
reativacao latente da infec¢ao (Cruciani et al. 2001). Além disso, a TB desenvolve-
se rapidamente nesses individuos (Mayaud & Cadranel 1999), sendo causada
principalmente pela espécie de Mycobaterium tuberculosis (Davollois et al. 1997).
Nos pacientes HIV+ a TB pulmonar é a forma mais comum da doenga (Boletim
epidemiologico HIV/AIDS 2003).

A literatura mostra que na década de 70 a TB era causada
principalmente pelo “complexo Mycobacterium tuberculosis” e acometia pacientes
com pneumopatias prévias, como enfisema pulmonar e bronquite crénica. Em
1981 com o surgimento da AIDS, o “complexo Mycobacterium avium’ e M.

tuberculosis tornaram-se as espécies mais associadas ao quadro de TB (Afessa



et al. 1998; French et al. 1997; Opravil 1997). Quando os niveis de linfocitos TCD
4 estdo muito baixos e com a evolugao das lesdes, os bacilos podem penetrar nos
vasos sanguineos, através dos quais sao levados a outros pontos do parénquima
pulmonar e a outros 6rgaos, desenvolvendo TB extrapulmonar (miliar). Os locais
mais comuns de acometimento da TB miliar sdo: bago, figado, medula dssea, rins,
trato gastro intestinal, meninges e glandula parétida (Rangel et al. 2005, Golden
MP & Vikram HR 2005, Vargas et al. 2003, Smith et al. 2000). Até o momento nao
existem trabalhos na literatura demonstrando o perfil imunolégico de
micobacterioses pulmonares provenientes de material emblocado em parafina
antes e apos o surgimento da AIDS.

O diagnéstico inicial da doenga micobacteriana é baseado em
evidéncias clinicas e o diagndstico definitivo envolve o isolamento e a identificacéo
laboratorial do bacilo. Nos ultimos 10 anos algumas técnicas moleculares tém sido
desenvolvidas para a deteccdo das micobactérias, reduzindo o tempo de
diagnodstico de algumas semanas a alguns dias (Soini & Musser 2001). A técnica
de PCR tem sido utilizada para a amplificacdo de acidos nucléicos de
micobactérias (Hsiao et al. 2003), permitindo amplificar especificamente pequenos
fragmentos de DNA, os quais séo especificos de alguns tipos de micobactérias.

Neste trabalho analisamos as caracteristicas histoldgicas,
imunohistoquimicas e caracterizamos as espécies de micobactérias por PCR
presentes nas micobacterioses pulmonares emblocadas em parafina provenientes
de autdpsias realizadas em pacientes com e sem AIDS no periodo de 1975 a 2004
no Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao

Paulo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Dados Demograficos da AIDS

Desde a primeira evidéncia clinica da Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida em 1981, 40,3 milhdes de pessoas encontram-se infectadas pelo virus e
cerca de 20 milhées ja morreram de AIDS no mundo. As taxas de infecgdo estao
ainda em ascensdo em muitos paises da Africa Sub-Saarica, sendo a principal
causa de morte nesse continente. Um dado marcante do ultimo Boletim
Epidemiolégico da UNAIDS (2005) € o crescente numero de mulheres entre 15 e
49 anos infectadas pelo HIV, representando quase 57% dos adultos que vivem
com HIV na Africa Sub-Saarica e 77% de todas as mulheres com HIV no mundo
(UNAIDS 2005).

A AIDS é hoje a quarta causa de morte no mundo e de acordo com o
boletim epidemiolégico da UNAIDS (2005), de um total de 40,3 milhdes de
pessoas infectada, 38 milhdes correspondem a adultos e 2,3 milhdes a criangas
menores de 15 anos. Em 2005 ocorreram 4,9 milhdes de novas infecgdes e destas
700,000 corresponderam a criangas até 15 anos. Foram registradas
aproximadamente 3,1 milhdes de mortes em 2005. Cerca de 1/3 das pessoas que
vivem com HIV/AIDS encontram-se na faixa etaria entre 15 e 24 anos.

No Brasil, a epidemia de AIDS teve inicio nos primeiros anos da década
de 80. O numero de casos registrados até junho de 2005 & de 372 mil casos
(Ministério da Saude, 2005). De acordo com dados do Ministério da Saude (2005),
a epidemia da AIDS no Brasil encontra-se em patamares elevados, tendo atingido,
em 2005, 19,2 casos por 100 mil habitantes. Observa-se uma tendéncia a
estabilizagcdo da epidemia entre homens, entretanto, observa-se um crescimento
da epidemia entre as mulheres, com aumento da taxa de incidéncia em 2005 (14,1

casos por 100 mil mulheres).



Quanto as principais categorias de transmissao entre os homens, as
relagcbes sexuais correspondem por 58% dos casos de AIDS, com maior
prevaléncia nas relagdes heterossexuais (25%). Entre as mulheres, a transmissao
do HIV ocorre, predominantemente, pela via sexual, correspondendo a 86% dos
casos. As demais formas de transmissao, em ambos os sexos, de menor impacto
na epidemia sao: transfusdo sangulinea, transmissao materno-infantil, usuarios de
drogas ilicitas, ou ignoradas pelo paciente (Boletim Epidemiolégico AIDS e DST,
2004).

2.2. HIV

A AIDS é causada pelo HIV, um retrovirus humano, pertencente a
familia dos lentivirus que precisam da enzima transcriptase reversa para se
multiplicar. Existem duas formas de HIV geneticamente diferentes, HIV-1 e HIV-2,
sendo que o HIV-1 é o tipo mais comum associado a AIDS nos EUA, Europa e
Africa central, enquanto que o HIV-2 é mais comum principalmente na Africa
ocidental. Entretanto parecem ter a mesma origem filogenética, originando-se do
SIV (virus da imunodeficiéncia simia). A via de transmissdo parece ser a mesma,
entretanto, o HIV-2 tem um menor risco de transmissdo e pode levar a uma
progressao mais lenta para a AIDS (Harris & Maher, 1996). O HIV é um virus
esférico com nucleo eletrodenso rodeado por um capsideo protéico, que é
envolvido por um envelope lipidico derivado da célula infectada. O nucleo contém
quatro proteinas, incluindo a p24 e p17, duas fitas de RNA e uma enzima
transcriptase reversa, responsavel pela transcricdo do RNA viral em DNA,
permitindo assim que o virus possa integrar-se ao genoma da célula hospedeira.
No envelope lipidico ha duas glicoproteinas, gp120 e gp41, que sao fundamentais
para a infeccdo das células pelo virus. O genoma proviral do HIV contém
aproximadamente 10.000 pares de bases com 2 LTR (long terminal repeats
sequences) e 9 regides, sendo 3 delas codificadoras dos genes maiores gag, pol
e env que codificam os componentes estruturais e funcionais. Os produtos dos

genes gag e pol sao traduzidos inicialmente em proteinas precursoras grandes



que devem ser clivadas pela protease viral para fornecer as proteinas maduras.
Além desses trés genes retrovirais comuns, o HIV contém outros genes, como tat,
rev, vif, nef, vpr e vpu que regulam a sintese e montagem das particulas virais
infecciosas. O gene tat produz a regulagédo na rapida replicagdo viral. O gene rev
também é essencial a replicagao do HIV, exercendo seus efeitos a um nivel pos-
transcricdo por regulagdo do transporte do RNAm viral do nucleo para o
citoplasma. Os produtos dos genes vpu e vif atuam no fim do ciclo bioldgico viral e
parecem ser essenciais ao brotamento de virions das células infectadas (vpu) e da
capacidade de infectar outras células (vif). O gene vpr ajuda a aumentar a
producgao de virus por diversos mecanismos, permitindo que as células incapazes
de se dividir como, por exemplo, os macréfagos sejam infectados pelo HIV. Além
disso, o vpr detém o ciclo celular na fase G2 durante a LTR (Long Terminal
repeats sequences) viral € mais ativa, maximizando a protecgéo viral. Por fim, a
proteina nef parece ser essencial ao desenvolvimento da infeccdo progressiva
(Cotram et al. 2004, Klatt 2004).

2.3. Patogenia da AIDS

A infeccéo pelo HIV é caracterizada por uma imunossupressao profunda,
que afeta primariamente a imunidade celular, devido a uma perda acentuada de
células T CD4+ e de um comprometimento da fungdo das células T auxiliares
sobreviventes. Existem evidéncias cientificas de que a molécula CD4 é um
receptor de alta afinidade para o HIV. Isso ocorre porque a glicoproteina gp 120
presente na membrana do HIV tem afinidade pelas moléculas CD4+ dos linfécitos.
Essa proteina liga-se a outras moléculas da superficie celular, ou seja, a co-
receptores, para que 0O virus consiga entrar na célula. Duas moléculas de
superficie celular, a CCR 5 (receptores das B-quimiocinas) e CXCR 4 (receptores
de o-quimiocinas) exercem esse papel, formando um novo local de
reconhecimento em gp 120 para esses co-receptores. Outra proteina
denominada de gp 41 auxilia no processo de fusdo do virus com a membrana

celular das células T ou macréfagos alvo. Apés a fusao, o cerne viral contendo o



genoma do HIV entra no citoplasma celular (Cayabyab et al. 2004). Uma vez
dentro da célula, o genoma viral sofre transcrigdo reversa, levando a formacao de
cDNA (DNA pro-viral). Em células T quiescentes, o cDNA pode permanecer em
uma forma epissdmica linear. Nas células T em divisdo, o cDNA adquire uma
forma circular, entra no nucleo e integra-se ao genoma do hospedeiro. Embora a
reducdo acentuada de células TCD4+ possa ser responsavel pela maior parte da
imunodeficiéncia nos estagios avancados da infec¢ao pelo HIV, ha evidéncias de
que se podem detectar defeitos qualitativos nas células T até mesmo em
individuos assintomaticos (Cotran et al. 2004). Tem sido demonstrada uma
aparente disfungdo nas células T helper de pacientes HIV+ assintomaticos
independentes do numero de células CD4 e do estadio clinico (Clerici & Shearer
1993; Clerici et al. 1989). Alteragdes na produgado e regulagdo de citocinas por
linfécitos Th (helper) CD4 tem importante efeitos nos eventos imunoldgicos
associados a doenca (Maggi et al. 1994; Graziosi et al. 1994). As células Th séo
definidas pelas citocinas que sintetizam. Sendo assim as células Th1 produzem
Interferon (IFN-y), Interleucina 2 (IL-2) e Fator de necrose tumoral (TNF-B); as
células Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13 (Maggi et al. 1994;
Graziosi et al.1994; Yssel et al. 1992; Mosmann et al. 1986); as células ThO
secretam todas as citocinas citadas anteriormente (Veronesi et al. 2000; Del Prete
et al. 1993; Rocken et al. 1992; Yssel et al. 1992). Porém, n&o ha uma associagao
precisa entre a distribuicdo dos grupos de células Th e a progressao da doenca.
Clerenci & Shearer (1993) sugerem que a resisténcia, em contraste com a
progressao para a AIDS é dependente do predominio de resposta Th1 sobre Th2,
e ao invés disso favorece a expressao do fendtipo ThO. Além disso, estudos “in
vitro” mostram que clones Th2, e principalmente ThO, suportam a replicacao viral
enquanto isso ndo é observado em clones Th1 testados (Maggi et al. 1994).
Sendo assim, as diferentes citocinas produzidas pelos grupos de células Th e as
secretadas por outros tipos de células regulam a resposta imune do hospedeiro a
infeccdo do HIV.
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Por outro lado, tem sido demonstrado que uma aparente disfungcao nas
células Th de pacientes HIV+ assintomaticos pode ocorrer independentemente do
numero de células CD4 e do estadio clinico (Clerenci & Shearer 1993; Clereci et
al. 1989). Portanto, os defeitos qualitativos que podem ser observados nas células
T incluem: redugdo na proliferagcdo de células T induzidas por antigenos,
diminuicado das respostas Th1 em relagdo ao tipo Th2 e defeitos da sinalizagao
intracelular. O desequilibrio entre respostas Th1 e Th2 favorece as respostas
humorais sobre a imunidade célular.

Em decorréncia das inumeras alteragdes que ocorrem no sistema
imunoldgico, os pacientes apresentam linfopenia, redugao da funcéo das células T
com perda de células de memoria, suscetibilidade a infecgdes oportunistas,
neoplasias, diminuicdo da hipersensibilidade do tipo tardio; alteragdes das células
B e alteragcbes nas fungbes de macrofagos e monédcitos com redugédo da
quimiotaxia, fagocitose e capacidade de apresentagao de antigeno.

Desta forma o sistema imunoldgico vai sendo lenta e progressivamente
deteriorado gerando o desenvolvimento de uma série de doengas oportunistas,

que pode culminar na morte do paciente (Cotran et al. 2004).

2.4. Tuberculose (TB)

A TB é uma doenga bacteriana causada por Mycobacterium
tuberculosis e ocasionalmente por outras espécies como Mycobacterium bovis e
Mycobacterium africanum. A transmissao ocorre pelo ar através de perdigotos,
espirro ou tosse de individuos com TB pulmonar. A transmissao geralmente ocorre
em locais fechados, escuros e sem ventilagdo. O risco do individuo se infectar
depende do tempo de exposicdo e da susceptibilidade do mesmo. Uma vez
infectado, o individuo permanece nesse estado por muitos anos e a maioria (90%)
das pessoas HIV negativas infectadas com Mycobacterium tuberculosis nao
desenvolvem a doenga, entretanto, pessoas infectadas pelo HIV podem

desenvolver TB a qualquer momento.

11



Varios fatores podem acarretar o desenvolvimento da doenga, como por
exemplo, o estresse fisico e emocional, subnutricdo, e principalmente co-infecgoes
associadas ao HIV.

A infeccdo primaria (TB primaria) ocorre na exposigao ao bacilo. O
bacilo escapa das defesas muco-ciliares dos brénquios, alojando-se nos alvéolos
pulmonares terminais. A infeccdo inicia-se pela multiplicagdo dos bacilos,
correspondendo ao foco de Gohn. A drenagem linfatica leva os bacilos aos
linfonodos hilares. O conjunto foco de Gohn e linfadenopatia hilar corresponde ao
foco primario. Pode ocorrer ainda, uma disseminagédo sangulinea para o corpo com
acometimento para outros 6érgaos, o que € denominado TB miliar. A resposta
imune (hipersensibilidade tardia e imunidade celular) se desenvolve cerca de 4 a 6
semanas apos a infecgdo primaria e o curso da doenga dependera do estado
imunoldgico do individuo. Como consequéncia da infecgdo primaria, a infecgao
pode ou nao evoluir, em fungdo de uma reativacdo ou re-infecgdo, para
complicagcdes pulmonares, pleurais e para doencas disseminadas correspondendo
a TB extrapulmonar que afeta principalmente linfonodos, usualmente cervicais,
SNC, pericardio, estdbmago e intestino (Golden MP & Vikram 2005; Harries &
Maher, 1996).

A TB pode acometer diferentes sitios do organismo humano, porém o
pulméo é o érgdo mais frequentemente envolvido. Antes da pandemia do HIV, 80
a 85% dos novos casos notificados de TB referiam a doenga pulmonar isolada, 4 a
5% dos casos ao comprometimento pulmonar associado com a doenga
extrapulmonar e apenas 15% dos casos a doenga extrapulmonar isolada (Mello
2001). Embora nos pacientes infectados pelo HIV o acometimento dos sitios
extrapulmonres seja mais frequente, a forma pulmonar continua sendo
responsavel por 60 a 70% dos casos notificados de co-infecgao TB/HIV nos
Estados Unidos da América (Mello, 2001). De acordo com uma pesquisa de
Crump & Reller (2003) a TB disseminada apresenta algumas condi¢des
predisponentes como: a infec¢ao pelo HIV, terapia imunossupressora, alcoolismo,

diabetes mellitus e desordens hematolégicas.

12



2.5. Epidemiologia da Tuberculose

Desde o inicio do século XX, a TB figura entre os maiores problemas de
saude em todo o mundo, especialmente nos paises em desenvolvimento, onde a
prevaléncia é alta e a doenga hoje & endémica (Saltin, Ivanti 1995).

No inicio da década de 80 ocorreu uma diminuicdo progressiva da
incidéncia de TB e muitos microbiologistas tiveram a convicgdo de que a vitoria
contra a TB estava proxima. Na realidade, sucedeu o oposto. Atualmente as taxas
de morbidade e mortalidade aumentaram, em fungdo de espécies de
Mycobacterium resistentes a multiplas drogas, acompanhando o surto da epidemia
da AIDS (Miziara 2005), uma vez que esses pacientes apresentam uma maior
suscetibilidade ao desenvolvimento da TB (Koneman et al. 2001). Estima-se que
atualmente 2 bilhdes de pessoas, ou seja 1/3 da populagdo mundial esteja
contaminado com o Mycobacterium tuberculosis ou outras espécies de
Mycobacterium. Acredita-se que 3 milhdes de pessoas morram anualmente por
complicagbes da doenga em todo o mundo e cerca de 8 milhdes de novos casos
séo registrados a cada ano, sendo 95% em paises em desenvolvimento. Existe
uma estimativa que aproximadamente 15 milhdes de pessoas com TB no mundo
também possuam AIDS (Toossi et al. 2001). Aproximadamente 15 milhdes de
pessoas nos Estados Unidos da América tenham resultado positivo a prova
cutanea ou apresentam doenca clinica. As taxas sdo ainda maiores nos paises em
desenvolvimento, devido principalmente, ao aumento de imigracao de pessoas
provenientes de regides endémicas, ao declinio das condi¢gbes socioecondmicas
nas cidades densamente povoadas e ao crescente numero de individuos
infectados com o HIV (Koneman et al. 2001).

Entre 23 paises com alta incidéncia de TB, o Brasil ocupa o 14° lugar.
Fontes do Ministério da Saude estimam uma prevaléncia no pais de 58/100.000
casos/habitantes, com cerca de 50 milhdes de infectados, com 111.000 casos
novos e 6.000 ébitos ocorrendo anualmente (Klautau GB & Kuschnaroff KT 2005;

Sociedade Brasileria de Pneumologia e Tisiologia 2004).
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2.6. Perfil imunolégico da Tuberculose

O padrao morfolégico da TB caracteriza-se pela resposta inflamatoria
cronica granulomatosa. Cabe aos macrofagos o papel de células apresentadoras
de antigenos, decodificando o0s componentes antigénicos do bacilo e
apresentando-os ao sistema imunoldgico celular (Melo & Afiune, 1996). Adams
(1976) definiu os granulomas como colegbes compactadas ou organizadas de
macrofagos, derivados do sistema fagocitico mononuclear, com diferentes graus
de diferenciagcdo e maturacgao.

A caracteristica da infeccido causada pelo M. tuberculosis é que a
maioria dos adultos imunocompetentes, de 90 a 95%, controla a infecgao através
da imunidade adquirida (Boom et al. 2003).

Apenas um pequeno numero de bacilos que penetram nos alvéolos
distais dos pulmdes é suficiente para instalar a infeccdo. Em muitas pessoas, a
imunidade inata local, mediada primeiramente por macréfagos alveolares, falha ao
controlar os bacilos de replicagdo lenta. Estudos com macrofagos alveolares
mostram importante capacidade dessas células em ampliar a defesa do
hospedeiro contra as micobactérias através da liberacdo de citocinas. Em contato
com o M. tuberculosis ou seus produtos como a lipoarabinomannan de sua parede
celular, o macréfago libera TNFa e IL-1B, que atraem linfécitos para o local da
lesdo (Rom & Zhang 1993). O sistema imune é exposto a grande quantidade de
antigenos bacterianos resultando no desenvolvimento de uma imunidade
adaptativa. Em muitos adultos saudaveis, a resposta adaptativa € mediada por
células T que controla, porém nao erradica a infeccdo. A imunidade adaptativa
protege contra a re-infecgdo e € particularmente importante em areas com alta
incidéncia de TB. A interagédo de células T em macréfagos infectados € central na
imunidade adaptativa ou protetora e varios tipos celulares estdo envolvidos na
imunidade adaptativa como os macroéfagos, células T CD4, e outros subtipos de
células T, como células T CD8, células T gamadelta, e células T CD1. Entretanto,

o papel central da imunidade contra o M. tuberculosis € mediada por macrofagos e
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células T CD4, e o papel desses outros subtipos celulares precisa ser elucidado.
Os macrdéfagos sao essenciais no processamento e apresentagao de antigenos as
células T. TNFa e IL-1B estdo envolvidos também na ativagcdo do préprio
macrofago e na formacao de granulomas, exercendo papel autdcrino no inicio do
processo infeccioso (Schluger & Rom 1998). Sabe-se que uma diversa populagéo
de células T reconhece uma gama de antigenos micobacterianos apresentados
por diferentes moléculas apresentadoras de antigeno, o que contribui para a
deteccdo do patdgeno pelo hospedeiro. Os linfécitos T CD4 sao os principais
efetores da resposta imunoldgica mediada por células contra as micobactérias e a
principal acdo desses linfocitos € ampliar a resposta imune do hospedeiro através
da liberagao de citocinas, ativando macrofagos e recrutando células para o local
da infeccado (Schluger & Rom 1998). Ainda, uma pequena fracdo de linfocitos T
CD8 podem também secretar citocinas (Dannenberg 1993).

Os linféctios T CD4 tem receptores o/ff que reconhecem antigenos
processados no fagossomo de células apresentadoras de antigenos, através de
molécula de MHC classe Il, presentes na superficie dessas células. Os linfécitos T
CD8 também apresentam os recepetores a/f, porém, eles reconhecem antigenos
processados no citoplasma das células apresentadoras de antigenos, através de
moléculas MHC |, que esta presente em quase todas as células do corpo humano
(Schluger & Rom 1998).

Para sobreviver nos macréfagos, o M. tuberculosis desenvolve
mecanismos para bloquear a resposta imune. Esses mecanismos incluem a
modulacdao de fagossomos, neutralizagcdo de moléculas efetoras de macrofagos,
indugao de citocinas inibitérias e interferéncia no processamento de antigenos as
células T. Porém a importéncia desses mecanismos depende do estagio de
infecgao: infeccao primaria, persisténcia, reativagao ou TB ativa. Por exemplo, a
supressao de citocinas e apoptose parecem ser mais importantes durante as fases
em que o bacilo encontra-se em alta taxa de replicacédo, especialmente durante a
fase primaria e de reativagcdo. Por outro lado a inibicdo do processamento de

antigeno parece ser o mecanismo de defesa mais importante durante a fase
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persistente da infeccdo. A interagdo hospedeiro-patdogeno é determinada pela
interacdo das células T com os macréfagos infectados. O resultado dessa

interacao resulta no controle da infeccao ou em doenca ativa (Boon et al. 2003).

2.7. Género Mycobacterium

As micobactérias estdo posicionadas taxonomicamente na Ordem
Actinomycetales, Familia Mycobacteriaceae, sendo, portanto, o Mycobacterium
tuberculosis e o Mycobacterium avium, espécies pertencentes ao género
Mycobacterium (Murray et al.1999; Brasil, Ministério da Saude 1994; Holt et al.
1994). O género Mycobacterium é constituido por bacilos aerdbicos, iméveis, nao
esporulados, ndo encapsulados, medindo 1-10uym de comprimento por 0,2-0,6um
de largura. Possuem alto conteudo lipidico em sua parede celular tornando-a
hidrofébica e resistente a muitos desinfetantes e corantes utilizados em
laboratdrio, apresentando assim, propriedade morfotintorial alcool-acido resistente.
Sendo assim, mantém o corante apés a lavagem com alcool e acido
apresentando-se com coloragdo avermelhada. O tamanho do seu genoma é em
torno de 4,4 mb, com alto conteudo de G-C (62-70%). O género Mycobacetrium é
formado pelo “complexo Mycobacterium tuberculosis” e mais de 80 espécies de
micobactérias nao-tuberculosa, sendo algumas destas s&o patogénicas para
homens e animais, algumas oportunistas, outras nao oportunistas e além de
algumas saprofitas (Soini & Musser 2001). As infec¢cdes humanas s&o causadas
principalmente por espécies de crescimento lento como Mycobacterium
tuberculosis, pelo “complexo Mycobacterium avium” (MAC) e Mycobacterium
kansasii (Kin et al. 2001). Entretanto, a espécie mais importante do género é o
Mycobacterium tuberculosis, sendo o agente causador da TB. O “complexo
Mycobacterium tuberculosis” € composto pelo M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis
BCG, M. africanum e M. microti.

Algumas espécies sao ditas nao-tuberculosas, pois ndo sé&o
considerados verdadeiros patdogenos e raramente causam infeccédo, exceto em

casos de severa imunodeficiéncia, com contagem de TCD4 baixa, como na AIDS.
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Esses microrganismos apresentavam anteriormente a denominagdo de
“‘micobactérias atipicas”, entretanto, agora sao reconhecidas como “micobactérias
nao-tuberculosas”. Entre essas espécies algumas sao mais frequentemente
isoladas de pacientes com AIDS como: as pertencentes ao “complexo M. avium”,
M. kansasii, M. celatum, M. chelonei, M. fortuitum, M. genaense, M. gordonae, M.
haemophilum, M. malmoense, M. marinum, M. scrofulaceum, M. simiae e M.
Xxenopi.

O “complexo Mycobacterium avium” € composto por no minimo duas
espécies: 0 M. avium e o M. intracellulare e sdo os principais agentes causadores
de infeccdo entre as espécies nao-tuberculosas. Ha relatos de uma terceira
espécie: o Mycobacterium scrofulaceum, denominado “complexo MAIS” (Inderlied
et al. 1993). Com base nas propriedades fenotipicas e genotipicas foram
propostas 3 subespécies: M. avium subsp. avium, M. avium subsp.
paratuberculosis e o M. avium subsp. silvaticum, entretanto, a subespécie avium é
a unica patogénica para o homem (Thorel et al. 1990). Estas sao micobactérias
de crescimento lento, ndo-cromogénicas que necessitam de mais de 7 dias de
incubacao para adquirir crescimento maduro a uma temperatura entre 35 e 37°C
(Runyon 1965). Suas colbnias apresentam-se pequenas, lisas e ligeiramente
opacas.

A doenga pulmonar em individuos imunodeprimidos € causada, tanto
pelo M. avium, quanto pelo M. intracelullare em iguais propor¢des, entretanto, em
pacientes HIV+, quase sempre a espécie envolvida € o M. avium, numa
porcentagem entre 87 e 98% dos isolados (Devallois & Rastogi 1997; Inderlied et
al.1993).

As infecgdes causadas pelas diversas espécies podem levar as
manifestacdes clinicas diferentes, as quais interferem na antibioticoterapia a ser
empregada (French et al. 1997). A maior diferenga entre TB e outras infecgoes
micobacterianas € que o M. tuberculosis é transmitido de pessoa para pessoa, em
funcado disto, é importante que a TB seja diagnosticada o mais rapido possivel a

fim de evitar sua propagacao.
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2.8. “Complexo Mycobacterium avium’

O MAC é um microrganismo encontrado no meio ambiente, agua, solo,
alimentos e animais (Le&o et al. 1999; French et al. 1997). Embora o MAC seja
um importante agente causador de doengas em suinos e aves domésticas, o
microrganismo excretado pelas fezes desses animais persiste no solo por longos
periodos, entretanto alguns estudos soroldgicos e epidemioldgicos ndo suportam a
hipotese de que animais sejam um reservatorio para as infec¢gdes humanas. Nao
ha evidéncia suficiente da transmissé&o inter-humana dos microrganismos do MAC
(Havlir & Ellner 2000; Murray et al. 1998; Peters et al. 1995). A identificacdo de
microrganismos nos aerossois de aguas da costa do Atlantico similares aos
isolados de pacientes com doenga pulmonar sugere que a inalagdo desses
aerossois seja a origem da infecgéo (Field et al. 2004; Parker et al. 1983). Assim
€ possivel que a infecgao seja adquirida pela inalagdo ou ingestdo de alimentos ou
agua contaminada, explicando o fato do isolamento inicial em escarros e fezes, e
posterior desenvolvimento de doenga disseminada. As manifestagdes clinicas da
doenca disseminada n&o s&do observadas até que haja replicacdo e invasao
macica de bacilos nos érgéaos, interferindo em suas fungdes. O fator de risco mais
importante para o desenvolvimento da doenga em pacientes nao infectados pelo
HIV é a existéncia de pneumopatias crbnicas como, por exemplo, a bronquite
cronica ou doengas pulmonares obstrutivas (Murray et al. 1998). A ingestdo de
microrganismos do ambiente seguido pela invasao do trato gastrintestinal tem sido
sugerido como a principal via de infecgao nos pacientes com AIDS, uma vez que
0s microrganismos sao frequentemente isolados das fezes desses pacientes
(Damsker & Botone 1985). Ha também uma correlag&o positiva importante entre a
presenca de MAC em amostras respiratorias e intestinais assintomatica, mas que
raramente desenvolvem doenca disseminada (Jacobson et al. 1991). Individuos
imunocompetentes podem ter colonizacdo respiratoria e intestinal respiratoria
assintomatica, mas raramente desenvolvem doenca disseminada (Inderlied et al.

1993). Nenhuma caracteristica foi identificada para explicar porque, entre mais de
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100 espécies de micobactérias “ndo tuberculosas”, o M. avium é a causa mais
comum de infecgdo nos seres humanos (Oliveira et al. 2000). Segundo Lewin-
Smith et al. (1998) a doenca disseminada pelo MAC apresenta uma prevaléncia
de 22% em pacientes HIV+, sendo que 80% dos casos apresentam uma
contagem de CD4+ de 10 células/pl.

Algumas intervengdes sao necessarias para a redugdao das doengas
micobacterianas, como a melhoria das condi¢gbes socio-econémicas, tratamento
adequado e rapido, quimioprofilaxia e vacinagao por BCG (Bacilo de Calmette-
Guérin). A medicagdo inadequada tem propiciado as baixas taxas de cura e o
aumento da resisténcia as drogas empregadas. Em contrapartida, o tratamento
rapido prolonga significativamente a sobrevida dos pacientes (Opravil 1997; Porter
1996).

2.9. AIDS e Tuberculose

Sabe-se que as infeccbes micobacterianas estdo relacionadas com
uma baixa contagem de células T CD4. Esta bem estabelecido que as infecgbes
oportunistas em pacientes HIV+ estdo diretamente relacionadas a um
agravamento da imunossupressao e também séo bons indicadores da progressao
da doenga (Matee et al. 2000, Ohtomo et al. 2000).

Nos ultimos anos tem sido notado um aumento significante nos casos
de TB. O surgimento da AIDS na década de 80, juntamente com o surgimento de
cepas resistentes a terapéutica habitual, contribuiram nao somente para o
aumento da incidéncia, como também para as mudangas na apresentagao e
evolugdo da TB (Snider & Roper 1992). Os pacientes infectados pelo HIV
possuem um risco aumentado para o desenvolvimento de TB ativa por causa do
alto risco de reativacao de infeccbes latentes, que evolui rapidamente nesses
individuos (Cruciani et al. 2001; Mayaud & Cadranel 1999). Um paciente HIV
positivo tem um risco 10 vezes maior de desenvolver TB (Harries & Maher, 1996).
O risco de reativacdo de uma infeccdo micobacteriana latente € maior em

pacientes HIV positivos (9,7-10,4 casos em 100 pacientes) quando comparado
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aos pacientes HIV negativos (0,07-0,1 casos em 100 pacientes) (Rose et al.
1998).

Na recente epidemiologia dos paises africanos e Sub-Saaricos, o
numero de casos de TB triplicou num periodo de 10 anos. A associagcao TB/AIDS
também tem sido observada em todo o mundo. Estima-se que 21 milhdes de
pessoas em todo o mundo estejam co-infectados, sendo que 70% estéo
concentrados na Africa (HIV/AIDS Tuberculosis and Malaria, 2005). A
epidemiologia de AIDS no Brasil mostra alta associagdo com a TB.

Nos pacientes infectados pelo HIV+, a TB pulmonar é a forma mais
comum da doenga, embora a TB extrapulmonar também seja freqliente e possa
ocorrer em fungao da acentuada imunossupressao. As formas mais comuns de TB
extrapulmonar em individuos HIV+ é a efusdo pleural, doenga pericardica e TB
miliar (Haries & Mayer 1996). Individuos soropositivos apresentam um padréo
atipico de TB com achados radiograficos incomuns e em muitos casos o
diagndstico é feito na necropsia (Smith et al. 2000). Além disso, a TB aumenta a
suscetibilidade para outras doencas oportunistas, assim como aumenta as taxas
de mortalidade. A taxa de comorbidade TB/AIDS é considerada alta em todo
mundo, especialmente no Brasil. Song et al. (2003) descreveram as
caracteristicas clinicas e epidemioldgicas de 559 casos da comorbidade no
periodo de 1989 a 1997 do Hospital das Clinicas da Universidade de S&o Paulo.
Os autores encontraram que a transmissao heterossexual foi a principal forma de
contagio (38,9%) do HIV, seguido pelo uso de drogas injetaveis (29,3%), contato
homossexual e bissexual (23,2%), transfusdo sanguinea (5%) e transmissao
vertical (3,6%). Houve uma predilegdo pelo sexo masculino. A relagédo
homem/mulher foi de 3:1, entretanto nos ultimos anos houve diminuicido dessa
relagcdo. A faixa etaria mais envolvida foi a de 20 a 39 anos e a maioria dos
individuos apresentava baixa escolaridade.

A pandemia da AIDS tem propiciado o desenvolvimento de TB causada
por outras espécies ditas ndo-tuberculosas. Antes da pandemia, micobactérias

nao tuberculosas raramente causavam doenca, mesmo em individuos
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imunocomprometidos. A profunda e prolongada supressdo do sistema imune
celular, observada na AIDS, favorece que microrganismos relativamente
avirulentos possam causar a doenga. Portanto, desde que a AIDS surgiu, novas
doencas causadas por micobactérias com manifestagcdes clinicas diferentes tém
sido descritas. Desde entdo, novas espécies tém sido descobertas e os esforgos
tém se concentrado nas areas de diagndstico, tratamento e prevencao destas
infeccoes (French et al.1997).

Antes da epidemia da AIDS, o MAC era considerado como responsavel,
na maioria dos casos, por infeccbes pulmonares que acometiam pacientes com
pneumopatias prévias, como enfisema pulmonar e bronquite crénica. Em 1981,
com o surgimento da AIDS, o MAC apresentou-se como um dos mais frequentes
microrganismos causadores de doenga nesses pacientes, sendo reconhecido
como causa de infeccado disseminada, afetando de 15 a 40% dos pacientes com a
doenca. A incidéncia dessas infeccbes tem aumentado e esse fato deve-se ao
tempo prolongado de sobrevida dos pacientes, e pelo uso indiscriminado de

profilaxia para Pnemocystis carinii e da terapia antiretroviral.

A infeccdo causada pelo MAC nos pacientes imunocomprometidos,
diferentemente dos imunocompetentes onde a infec¢ao se restringe aos pulmdes
caracteriza-se por bacteremia e posterior disseminagao para figado, medula

0ssea, linfonodos e bago (French et al. 1997).

Na Europa central € mais frequente a infeccdo por micobacterias do
MAC entre os individuos HIV+ do que pelo M. tuberculosis (Opravil 1997). Em
outro estudo semelhante, outros autores discordam, argumentando que a
incidéncia do MAC em paises desenvolvidos esta mais relacionada com as
condigbes gerais de moradia. Nesse estudo, os autores associaram a doenca
disseminada pelo MAC a diversos fatores considerados de risco, como o uso de
drogas injetaveis, condicao soécio-econémica e quantidade de linfécitos T CD4
periféricos. Um quarto dos pacientes analisados apresentou doenca disseminada
(Franzetti et al.1997).
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A maior parte dos dados relativos a epidemiologia da infeccéo
disseminada pelo MAC antecede a era da terapia antiretroviral altamente ativa
(HAART), quando as infecgbes provocadas por microrganismos oportunistas eram
mais frequentes. Segundo Chaisson et al. (1992), apds a introdugéo da profilaxia
para pneumocistose e maior sobrevida proporcionada pela introdugcdo da
Zidovudina (AZT), a incidéncia da infeccao pelo MAC, em um grupo de 1006
pacientes com AIDS, foi de 19%. Diferentes taxas de incidéncia tem sido relatadas
em varios estudos envolvendo esses individuos. O evento mais relacionado ao
desenvolvimento de infeccdo pelo MAC foi a baixa quantidade de células T CD4
no sangue periférico (Chaisson et al. 1998). Entretanto de acordo com Mayaud &
Cadrenal (1999), mesmo com eficiente terapia antiretroviral (HAART) contra o HIV,

a TB continua sendo um grave problema nos pacientes HIIV+.

Outras infeccbes oportunistas podem acometer os pulmbes de
pacientes HIV+. Em uma revisdo de 233 autépsias de pacientes HIV+, as
complicacbes pulmonares estavam presentes em todos os pacientes e os
principais achados foram broncopneumonia bacteriana (n=98), penumonia por
Pneumocystis cariini (n= 56) infecgbes micobacterianas (n= 54), infecgbes por
Citomegalovirus (n=40), pelo Criptococos (n=23), Candidose (n=6), Aspergilose
(n=2), Histoplasmose (n=2) e infecgao pelo adenovirus em 1 caso (Afessa et al.
1998).

2.10. Método diagndstico de tuberculose
2.10.1. Métodos diagnosticos convencionais

Embora o diagnostico inicial da TB seja baseado em evidéncias
clinicas, o diagnéstico definitivo envolve o isolamento e a identificagdo laboratorial
do bacilo. Os pacientes que apresentam sinais suspeitos de TB como, tosse com
mais de trés meses de duracdo, produgdo de escarro e perda de peso, sao
primeiramente pesquisados quanto a positividade para bacilos alcool-acidos

resistentes (BAAR) em 3 amostras de escarros, através da coloragao de Ziehl-
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Neelsen (ZN). Este é um teste rapido e barato, porém possui baixa sensibilidade,
pois para a detecgcdo do bacilo, sdo necessarios 10,000 microrganismos por
mililitro de escarro. Entretanto, mesmo apds repeticdes da pesquisa para BAAR,
esses pacientes podem continuar apresentando resultados negativos, mas com
evidencia clinica da doengca. O procedimento laboratorial usual consiste na
descontaminacgdo, digestdo do espécime, pesquisa microscépica de BAAR pela
coloracao de ZN, isolamento do microrganismo em cultura, identificagao e teste de
sensibilidade as drogas do agente infeccioso. O padrao ouro para o diagnostico é
a cultura micobacteriana, entretanto, a velocidade de crescimento de algumas
espécies de micobactérias, incluindo o M. tuberculosis é extremamente lenta e
requer incubagao de 3 a 8 semanas em meio solido, levando portanto, algumas
semanas para obtencgéo dos resultados, obrigando a equipe médica a instituir uma
terapéutica anti-TB antes da identificagdo precisa da micobactéria, gerando falhas
no diagnostico e no tratamento da TB (Harries & Maher 1996; Shinnick & Good
1995). A cultura apesar de sensivel (detecta de 10 a 100 microrganismos por
amostra) requer microrganismos viaveis podendo falhar em pacientes que ja
estejam sob tratamento anti-TB. De acordo com Nagesh et al. 2001, ndo mais que
85 % dos casos de TB confirmados pelo Centro de Controle e Prevencédo de
Doencgas dos Estados Unidos, sao positivos para a cultura. Além disso, pode
haver contaminacg&o laboratorial, gerando resultados falso-positivos. Por isso é
necessaria a realizacdo de outros exames, testes ou técnicas, mais sensiveis e
rapidos que contribuam para o diagndstico precoce e tratamento dos pacientes,
uma vez que a deteccao da causa e o tratamento eficaz sdo a chave do sucesso

no controle de doengas micobacterianas (Nagesh et al. 2001).

2.10.2. Métodos imunohistoquimicos

A reagao imunohistoquimica pode ser usada quando as coloragoes
especificas (ZN) para demonstragao dos BAAR nos tecidos falham, em virtude do
pequeno numero de bacilos presentes nas lesbes ou quando os pacientes foram

submetidos a terapéutica especifica prévia que danifica as paredes bacterianas e
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impede sua coloracdo pela fucsina, embora também nio descrimine a espécie
dentro do género Mycobacterium.

A imunohistoquimica € a aplicagdo do principio da ligacdo antigeno-
anticorpo para a pesquisa e localizacdo de antigenos em cortes histologicos,
através de microscopia Optica, eletrénica ou de fluorescéncia. A deteccao por
métodos imuno-enzimaticos tem substituido o método de imunofluorescéncia, pela
facilidade de utilizagdo de microscopia Optica, possibilitando a utilizacdo de
material emblocado em parafina e principalmente pelos detalhes histoldgicos
capazes de serem avaliados conjuntamente. O método mais utilizado é o da
Avidina-Biotina-Peroxidase, desenvolvida por Hsu et al. 1981. A técnica explora a
capacidade da avidina, uma glicoproteina moderadamente grande, de formar
ligagdes n&o imunologicas com quatro moléculas de baixo peso molecular. Num
primeiro momento o anticorpo primario especifico liga-se ao antigeno que se quer
localizar. A seguir o anticorpo secundario, conjugado a biotina, liga-se ao anticorpo
primario. Através dos sitios livres de ligagdo da avidina, o complexo Avidina-
Biotina-Peroxidase liga-se ao anticorpo secundario biotinilado. A cor da
imunomarcagado visualizada depende do cromégeno utilizado. Usa-se
frequentemente a diaminobenzidina que produz a cor castanho-dourada.

A maior sensibilidade desse método, em relagcdo as coloragdes
especificas para detecgcao de BAAR nos tecidos, tem sido relatada em diversos
trabalhos e é atribuida principalmente a possibilidade de detec¢ao de bacilos nao
integros, através da visualizagdao de material antigénico particulado por meio as
células epitelidides, a necrose ou no citoplasma dos macréfagos (Carabias et al.
1997; Radhakrishnan et al. 1991; Humpherey & Weiner 1987).

Radhakrishnan et al. (1991) e Hove et al. (1998) estudaram lesdes
granulomatosas no SNC e em o6rgaos variados com suspeitas de TB, cuja
coloracao especifica foi negativa na identificagdo de BAAR. Ambos mostraram
positividade na imunohistoquimica para antigenos de micobactérias em 100% e
14,3%. Os autores avaliaram que o aumento da sensibilidade do método

imunohistoquimico deveu-se a capacidade de detecgdo de antigenos de bacilos
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fragmentados em meio a necrose e de material antigénico dentro do citoplasma de

macrofagos e de células gigantes

2.10.3. Métodos Diagnosticos Moleculares

Na ultima década (1990-2000) varios métodos moleculares tém sido
desenvolvidos para detecgao direta, identificagdo e teste de susceptibilidade a
drogas micobacterianas. Esses métodos podem reduzir potencialmente o tempo
diagnostico de semanas a dias, embora haja necessidade de equipamentos
sofisticados e pessoal técnico altamente qualificado (Mello 2001).

Ha varios métodos de amplificagao in vitro de acidos nucléicos de
micobactérias, os quais estdo disponiveis desde 1997 e estdo divididos em 3
categorias principais: 1) sistemas de amplificacdo da sequéncia alvo, 2) sistemas
de amplificagdo por sondas ou primers (sequéncias sintéticas de oligonucleotideos
sense e antisense) e 3) sistema de amplificagado de sinais. Na primeira categoria
podem ser citadas as técnicas de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), TMA
(“Transcription-mediated Amplification”), SDA (“Strand displacement
amplification”), NASBA (“Nucleic acid sequence-based amplification”). Na segunda
categoria, o LCR (Reacdo em Cadeia da Ligase) e o Q-Beta (“Q-Beta replicase
amplification”). Na terceira, o bDNA (“branched DNA signal amplification”).

O objetivo comum de todas essas técnicas é reduzir o tempo
necessario para a detecgdo do patdogeno em espécimes clinicos, aumentar a
sensibilidade e especificidade, e simplificar o teste pela automacgao. Cada método
possui suas vantagens, entretanto o impacto de cada método individualmente
ainda nao esta determinado (Roth et al. 1997).

O FDA americano (The Food and Drug Administration) aprovou no final
da década de 90 dois testes comerciais para amplificacdo de acidos nucléicos
para detecgdo direta do M. tuberculosis Direct Test (E-MTB; Gen-Probe, San
Diego, CA) e Amplicor Mycobacterium tuberculosis Test (Amplicor; Roche
Diagnostic Systems, Inc. Branchburg, NJ). A identificacdo através da sequéncia

rRNA 16S tem sido bastante utilizada e levou ao desenvolvimento de testes
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rapidos (kits) sendo comercialmente produzidos pela Gen-Probe Inc. (San Diego,
Califérnia, U.S.A.), mostrando alta sensibilidade (cerca de 95%) na identificacao
do complexo M. tuberculosis, do MAC, M. gordonae e M. kansasii (Frothinghan &
Wilson 1993).

Reacao em Cadeia da Polimerase

Desde a primeira aplicacdo no diagnostico da TB em 1989 por Bisson-
Noel, a PCR tem sido a técnica mais utilizada para amplificacdo de acidos
nucleicos de micobactérias (Roth et al. 1997). A PCR permite amplificar
especificamente pequenos fragmentos de DNA em um termociclador, com ciclos
em diferentes temperaturas, cuja sequéncia alvo esteja presente em uma
quantidade de 1 picograma. Para isso utilizam-se primers que se hibridizam com
sequéncia alvo complementar, a enzima DNA polimerase faz a extensao da fita de
DNA em conjunto com oligonucleotideos individuais que formam a nova fita de
DNA; além de co-fatores ou substratos para a reagdo. A cada ciclo a quantidade
de DNA é dobrada, possibilitando a amplificagdo do segmento em questdo.
Atualmente a técnica de PCR estd bem desenvolvida e vem sendo
extensivamente utilizada para o diagndstico de inumeras doengas infecciosas
(Nagesh et al. 2001).

A PCR permite variagdes de técnicas, como por exemplo, a PCR-
Nested, na qual se usam pequenos primers que se enquadram dentro de uma
sequéncia previamente amplificada, permitindo uma reamplificacdo de acidos
nucleicos a partir do produto do primeiro ciclo de PCR. Esta técnica é bastante
especifica e muito sensivel, embora seja passivel de contaminagdo (Roth et al.
1997).

Sabe-se que a realizagdo das técnicas de biologia molecular, como a
PCR em material fixado em formol e emblocado em parafina apresenta limitacdes
e resultados variados, pois devido ao processamento do tecido podem ocorrer
alteragdes fisicas e quimicas no DNA, afetando a sensibilidade e especificidade da

PCR (Salian et al. 1998). Nos casos de micobacterioses, a realizagao da PCR em
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material parafinado é particularmente importante em casos em que houve falha
em cultura microbioldgica ou nos casos sem evidéncias clinicas da doenga onde
nao foram coletados materiais para cultura (Marchetti et al. 1998, Salian et al.
1998). Preparagbes de formol tamponado e n&do tamponado podem inibir a
eficiéncia da PCR e diminuir a sensibilidade da técnica (Fiallo et al. 1992; Ohara et
al. 1992; Greer et al. 1991; Impraium et al. 1987). Em experimento realizado por
Rish et al. (1993) em tecido pulmonar de rato experimentalmente infectado por
uma cepa padrao de M. tuberculosis, embebido em parafina, detectou-se cerca de
9 microrganismos em um corte de tecido com 5 pm de espessura. De acordo com
Salian et al. (1998) fixacdo em formol tamponado por mais de sete dias parece ter
efeito insignificante na sensibilidade do ensaio.

Marchetti et al. (1998) compararam a sensibilidade e especificidade de
4 ensaios de PCR nested para deteccao de M. tuberculosis em tecidos fixados em
formol e embebidos em parafina. O primeiro ensaio amplificou uma regiao do
segmento mtp40 especifico para o M. tuberculosis; o segundo amplificou uma
pequena regido do gene que codifica um antigeno de 45-KDa e que € altamente
conservado dentro das espécies de micobactérias; o terceiro e quarto ensaios
amplficaram a mesma sequéncia de insercdo, a IS6770 que esta usualmente
representada em multiplas coépias dentro do genoma do “complexo M.
tuberculosis”, entretanto com primers diferentes. Os autores encontraram
melhores resultados de sensibilidade e especificidade para os dois ultimos
ensaios, entretanto os resultados foram mais satisfatérios para o quarto ensaio, no
qual os produtos amplificados eram menores. Com esses resultados os autores
concluiram que a IS61170 parece ser um bom alvo para a amplificacdo de DNA em
tecidos fixados em formol e emblocados em parafina.

Vago et al. (1998) a partir da realizagdo da PCR nested para
identificacdo do M. tuberculosis com fragmento interno de 123pb em material
parafinado de ndédulos linfaticos, propuseram ser esse um método simples e de

alta sensibilidade para o diagndstico em material parafinado.
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Hsiao et al. (2003) realizaram reagbes de PCR em amostras de pele
emblocadas em parafina, que possuiam areas de inflamagao crénica
granulomatosa sem evidéncias de BAAR na coloracdo de ZN. De 32 casos
estudados, 22 foram positivos para a sequéncia de insercdo IS6770. Os quatro
casos restantes foram considerados como micobacteriose atipica. Desta forma os
autores mostraram que a PCR permite uma detecg¢ao sensivel e rapida em lesdes
paucibacilares de pele fixadas em formol e emblocada em parafina.

Ardeleanu et al. 1999 analizaram através da PCR 7 amostras de
pulmao e 33 espécimes extrapulmonares. Os ensaios de PCR através da IS67170
mostraram positividade em 77, 5% dos casos, mostrando boa aplicagdo dessa

técnica para uma rapida detec¢ao das MBT.

Sequéncia de Insergao (IS)

Sequéncias de insercdo sao sequéncias repetitivas localizadas nas
extremidades de elementos de transposi¢cao ou “trasnposons”, que sao segmentos
de DNA que podem se transferir de uma regido para outra do genoma. As ISs
normalmente possuem entre 750 e 2500 pb. Elas sdo flanqueadas por repeticdes
invertidas de 10 a 40 pb. Uma IS simples contém uma enzima transposase,
flanqueadas por repeti¢cdes invertidas curtas (IRs). As IRs formam um bloco de
sequéncias similares orientadas em direcbes opostas e sdo elas que sao
reconhecidas pela transposase nas etapas inicias de transposigéo (Liebert et al.
1999). As sequéncias se insergcdo (ISs) sao espécie-especificas e podem ser
utilizadas para identifica-las (Leao et al. 1999). Muitas sequéncias de inser¢ao tem
sido utilizadas para identificacdo de diferentes espécies de Mycobacterium.

Para a identificacdo do “complexo M. tuberculosis’, a sequéncia de
insercdo IS6770 é muito utilizada, ocorre de 1 a 20 cépias por célula e é
considerada alvo ideal para a amplificagao (Roth et al. 1997).

Ja para a identificagdo do “complexo M. avium” 11 elementos de
insercdo tem sido utilizados na sua identificacdo: 1S900 no M. avium subsp.

paratuberculosis, 1IS901 e 1S1110 no M. avium, 1S1141 no M. intracellulare e
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posteriormente 1S71245 que estd presente em multiplas cépias no genoma de
cepas de M. avium isoladas de material clinico (van Soolingen et al. 1998;
Guerrero et al. 1995).

Sangari et al. (2000) descreveram a IS666 como sendo restrita ao M.
avium, presente em 21% de isolados variando entre 1 a 7 cépias, ao contrario da
IS71245 que apresenta uma média aproximada de 20 copias, oferecendo um alto
poder discriminatorio.

A IS1245 é especifica para o M. avium, contém 1313pb e codifica uma
trasposase, tendo sido descrita por Gerrero et al. (1995). Existe uma alta
homologia dessa sequéncia com a IS71085, encontrada em M. bovis. Ambas
pertencem a familia de sequéncias relacionadas ao elemento 1S256, descoberta
em Staphlococcus aureus (McAdam et al. 2000; Guerrero et al.1995). Treze
sequéncias de insercdo micobacteriaana (IS70871, 1S6120, 1S1245, 1S1311,
IS1395, 1IS1407,1S1408, IS1511,1S1512, 1S2606, IS1553, 1IS1554 e 1S1552) foram
identificadas como membros desta familia (McAdam et al. 2000). Estudos prévios
tém demonstrado que a 1S71245 é realmente uma sequéncia estavel nas espécies
de M. avium (Pestel-Caron & Arbeit 1998; Picardeau & Vincent 1996).

Muitos sédo os trabalhos utilizando a 1S7245 como marcador molecular
para identificacdo do M. avium, parecendo ser esta, até o momento, a mais
utilizada e com resultados satisfatorios na identificagdo do M. avium. Ferreira et al.
(2002) encontraram positividade de 96%, dos casos que foi realizada PCR para
amplificacdo da IS71245, ou seja, de 49 amostras 47 mostraram positividade para

IS71245 de amostras de liquido pleural, catarro e de lavado bronco alveolar.
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3. PROPOSIGAO

Os objetivos desse trabalho foram:

1.

2.

Analisar os aspectos histopatolégicos de 59 e 16 casos de micobacteriose
pulmonar em pacientes autopsiados com e sem AIDS, respectivamente.
Avaliar imunohistoquimicamente o perfil imunolégico da resposta inflamatéria
cronica granulomatosa nas areas de micobacteriose pulmonar em ambos os
grupos.

Identificar as espécies de Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium avium
usando a técnica de PCR em 20 casos de micobacteriose pulmonar
emblocados em parafina distribuidos igualmente entre os grupos de pacientes

autopsiados com e sem AIDS.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Pacientes

Neste trabalho foram estudados as amostras de pulmdes com MB obtidas
de 75 pacientes autopsiados com TB e comorbidade AIDS/TB, separados em dois
grupos: grupo | TB e grupo Il AIDS/TB no periodo de 1975 a 2004, no Servigo de
Verificacdo de Obitos da Capital da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sé&o Paulo (SVOC-FMUSP), mediante autorizagdo do Departamento de Patologia
da FMUSP e aprovacdo pela Comissdo de Etica para Analise de Projeto de
Pesquisa do Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo - CAPPesq. Os casos foram selecionados a partir do arquivo do
SVOC - FMUSP.

4.2. Dados obtidos dos prontuarios hospitalares

Os dados clinicos referentes aos pacientes selecionados neste estudo
foram obtidos a partir da analise das informacdes presentes nos prontuarios do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de S&o Paulo, quanto a idade,
género, causa mortis e dados referentes a cultura micobacteriana nesses

pacientes.

4.3. Coloragoes Histoquimicas
Todos os casos de micobacteriose pulmonar foram revisados mediante
obtencao de cortes histologicos 5 ym de espessura e corados com Hematoxilina &

Eosina e Ziehl-Neelsen para deteccio de bacilos alcool-acido resistentes.

4.4. Reagdes Imunohistoquimica
Foram realizadas reacdes imunohistoquimicas com a finalidade de se
avaliar o padrao de resposta inflamatéria bem como a positividade para o bacilo.
As reacgdes foram efetuadas no laboratério de Patologia da FOP/UNICAMP

que seguiu o seguinte protocolo: inicialmente foram obtidos cortes parafinados de
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3um de espessura e montados em laminas silanizadas. Em seguida foi realizada a
primeira desparafinizagdo em xilol por 10 minutos, segunda desparafinizagdo em
xilol por 10 minutos. Seguiu-se a hidratagdo dos cortes em etanol absoluto, etanol
a 90%, etanol a 70%, etanol a 50% e lavagens em agua corrente e destilada. Foi
realizado o bloqueio da peroxidase enddgena, em agua oxigenada (10 volumes)
em 5 banhos de 5 minutos cada. A recuperacao antigénica foi realizada em forno
de microondas, com solugao de acido citrico 10mM pH 6,0 em dois ciclos de 12
minutos cada, em poténcia maxima (750W), deixado esfriar até atingir a
temperatura ambiente, seguido por lavagens em agua corrente e destilada e
solugéo salina tamponada com fosfato pH 7,4 (PBS). Posteriormente realizou-se a
incubacdo com o anticorpo primario diluido em solugao de albumina a 1% e azida
sodica a 0,1% em PBS, em camara umida por 18 horas a 4°C. Foram realizadas
3 lavagens em solugéo de PBS.

Para cada anticorpo foi utilizada a seguinte diluicdo: anti-BCG
(Micobacterium bovis, Dako, cédigo PO124, 1:10000); CD8 (Dako, clone MxH,
1:100); CD20 (Dako, clone L26(1,2), 1:10000); CD4 (CD45 RO, clone OPD4,
1:100); CD 68 (Dako, clone PG-M1, 1:400) e CD 15 (Granuldcitos Leucocitario,
C3D-1, 1:20). As laminas foram incubadas com anticorpos secundarios
conjugados com peroxidase (Strept ABC Complex/Hrp Duet, Mouse/Rabbit, Dako)
por 30 minutos a 37°C na diluigao de 1:500, seguido de 3 lavagens em tampao
PBS. Apds isso, as laminas foram incubadas com complexo Streptavidina —
Biotina (Dako) por mais 30 minutos, e reveladas com substrato cromogénico (3,3
diaminobenzidina — DAB, Sigma), 120 mg por 100 ml de PBS mais 2 ml de agua
oxigenada 10 volumes por 5 minutos a 37°C, seguido por lavagens em agua
corrente e destilada. As laminas foram contra-coradas com Hematoxilina de
Carrazzi por 3 minutos e lavadas em agua corrente e destilada. Os cortes foram
desidratados em 3 banhos de alcool absoluto, seguido pela diafanizagdo em xilol

por 3 minutos em novo xilol e montagem das laminas com Balsamo do Canada.

4.5. Analise histomorfométrica
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As laminas submetidas as reagdes imunohistoquimicas para determinacéao
do padrao da resposta inflamatéria foram analisadas em sistema de imagem
(System KS-400 versao 2.1 Carl Zeiss, Alemanha).

A imunoreatividade do componente inflamatério para os anticorpos CD4,
CD8, CD15, CD20 e CD68 foi quantificado através de contagens de células
positivas em 10 campos de 21.208, 57 ym2 em areas periféricas as areas de
necrose. A mesma regiao de cada caso foi analisada para todos os anticorpos. A
imunopositividade para o bacilo foi avaliada mediante observacdo direta em
microscopio optico (Carl Zeiss, Alemanha).

Foi realizado teste T de student para avaliar a significancia do componente

inflamatdrio entre os dois grupos.

4.6. Método molecular
4.6.1. Extracao de DNA

As extracoes de DNA foram realizadas em 20 casos de MBPs, sendo 10 do
grupo | e 10 do grupo Il. Apés a obtengdo dos cortes para realizagdo das
coloragdes histoquimicas e imunohistoquimicas, foram obtidos 10 cortes de 5um
em fita unica de cada bloco de parafina que foram depositados em tubos de
polipropileno de 1,5 ml (Eppendorf).

Tomou-se o cuidado de trocar as navalhas e de desinfectar com alcool 70%
as pincas depois do corte de cada bloco para evitar contaminacgao.

Inicialmente, as amostras foram desparafinizadas adicionando-se 1,0 ml de
xilol ao tubo. Em seguida, o tubo foi agitado no vortex por 2-5 segundos, deixando
descansar por 5 minutos. A seguir foi centrifugado a 14000 rpm durante 2 minutos
a temperatura ambiente em uma microcentrifuga (Eppendorf). O sobrenadante foi
entdo removido com uma micropipeta de 200ul (Rainin) com ponteiras
esterilizadas e a operagéao repetida.

Em seguida, foi adicionado 1,0 ml de etanol absoluto (Merck) e agitou-se
no vortex por 2-5 segundos e novamente centrifugado nas mesmas condigdes

citadas acima. O sobrenadante foi removido com micropipetas de 200ul (Rainin)
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com ponteiras esterilizadas e a operacdo novamente repetida. Foi adicionado 1 ml
de alcool 70% e agitou-se no vortex por 2-5 segundos, seguido, novamente de
centrifugacdo nas mesmas condigdes. O sobrenadante foi desprezado e o
excesso removido com pipeta. Foi novamente feita uma breve centrifugagéo (Spin)
e cuidadosamente removido o restante de alcool. O tubo foi mantido aberto por
mais 10 minutos para uma completa evaporagao do alcool. Apds esse periodo e
na auséncia de odor alcodlico, foi acrescentado 450ul de Tampéao Tris-EDTA pH
8,0, 50ul Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) a 10% e 15ul de proteinase K a 20 mg/mi
(Gibco BRL). Os tubos foram entdo mantidos por um periodo de 16 horas em
banho-maria entre 50 e 55°C.

Apos esse periodo o conteudo deveria estar totalmente liquido e nao
viscoso e iniciou-se a extracdo de DNA propriamente dita através da utilizacdo de
2 solventes organicos: Fenol e Cloroférmio. Adicionou-se o volume
aproximadamente da soma dos 3 reagentes adicionados anteriormente Tampao
Tris-EDTA + SDS + Proteinase K, portanto 500ul de fenol-cloroférmio-alcool
isoaminico (25:24:1 Gibco BRL). Agitou-se no vortex por 2 minutos, a amostra
descansou por 5 minutos e em seguida foi feita a centrifugagdo a 9000 rpm por 15
minutos em microcentrifuga. Apos a centrifugagado observamos a formagao de 3
fases dentro do tubo, sendo a de maior densidade (fundo do tubo) correspondente
ao fenol, seguida pela fase intermediaria ou organica (restos celulares digeridos) e
pela fase aquosa que corresponde ao DNA extraido. A fase aquosa foi entado
transferida para outro tubo de polipropileno de 1,5 ml (Eppendorf) estéril com
auxilio pipeta de 200ul e ponteiras esterilizadas, tomando o cuidado de nao tocar
na fase intermediaria ou orgéanica, sendo o restante desprezado. Procedeu-se da
mesma forma repetindo a etapa anterior. Apds a transferéncia novamente, da fase
aquosa para outro tubo, adicionou-se 500ul de cloroférmio (Merck), o tubo foi
agitado no vortex por 2-5 segundos, deixado descansar por 5 minutos e entao
centrifugado nas mesmas condigdes citadas acima. O sobrenadante (fase aquosa)

foi transferido para outro tubo onde iniciou-se a precipitacdo de DNA mediante a
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adicdo de 0,02 volume de Cloreto de Sodio 5M e 2,5 volume de etanol absoluto
(Merck). O tubo foi deixado precipitando durante a noite a -20°C.

Apos esse periodo foi realizada uma centrifugagao a 1000 rpom a 0 °C
por 30 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o excesso cuidadosamente
removido com pipeta. Adicionou-se 1 ml de etanol a 75% gelado e realizada
novamente a centrifugagdo nas mesmas condi¢des anteriores. O sobrenadante foi
cuidadosamente removido e o tubo mantido aberto por 10 minutos para
evaporagao do alcool. Por fim foi adicionado 50ul de tamp&o Tris-EDTA pH 8,0.
Em seguida foi realizada a quantificacdo através da espectrofotometria (Spectronic
Genesys 2) em 260nm e 280nm, obtendo-se portanto a concentragéo e o grau de

pureza do DNA pela relagdo 260/280nm.

4.6.2. Controles Positivos

Para as reagdes de PCR foram utilizados controles positivos e negativos
em cada reacao.

Para a amplificacdo da 1S6770, presente no genoma do complexo M.
tuberculosis foi utilizado o DNA extraido da cepa padrdo MT 14323, gentiimente
cedida pelo Prof. Dr. Marcelo de Carvalho Ramos do Departamento de
Microbiologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de
Campinas (FCM/UNICAMP), ja utilizada em outra pesquisa feita em nosso
laboratorio (Rangel et al. 2005).

Para a amplificacdo da 1S7245, presente no genoma do M. avium e suas
sub espécies, foram utilizadas 2 controles internos: DNA extraido de cepa padréao
IWGMT49 e DNA extraido de linfonodos mesentéricos de suinos infectados por
M. avium emblocados em parafina. O DNA extraido da cepa padrao IWGMT49
também gentilmente cedido pelo Departamento de Microbiologia da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas (FCM/UNICAMP). Ja o
bloco de parafina foi gentilmente cedido pela Empresa Brasileira de Pesquisa

Agropecuaria (Embrapa — Suinos e Aves), também ja utilizado em outra pesquisa
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no laboratério de Patologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba
(FOP/UNICAMP) (Rangel et al. 2005).
Como controle negativo foi utilizado DNA extraido de um carcinoma

espinocelular bucal.

4.6.3. Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)

As reacoes de PCR foram realizadas no laboratério de biologia molecular
da area de Patologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP.
Foram utilizados trés conjuntos de primers, sendo o primeiro para detecgdo do
género Mycobacterium através da PCR Nested (Ensaio PCR 1), o segundo para a
deteccao do “complexo M. tuberculosis” também através da PCR Nested (Ensaio
PCR 2) e o terceiro para detecgdo da espécie M. avium através de PCR simples
(Ensaio PCR 3). O primeiro conjunto de primers possibilita a amplificagdo de
pequena regido de gene responsavel pela codificagcdo de proteinas antigénicas de
65 kDa (Proteina de choque térmico) conservadas entre as espécies de
Mycobacterium. Os primers externos amplificam um fragmento de 234pb sendo a
sequéncia de primer sense: AGGCGTTGGTTCGCGAGGG e antisense:
TGATGACGCCCTCGTTGCC. Os primers internos amplificam um fragmento de
142pb sendo a sequéncia do primer sense: CCAACCCGCTGGTCTCAA e
antisense: CCGATGGACTGGTCACCC.

O segundo conjunto de primers possibilita a amplificacdo de segmento da
sequéncia de insergcdao IS67170 que permite a identificacdo do “complexo
M.tuberculosis”. Os primers externos amplificam os segmentos de 220pb sendo a
sequéncia do primer sense: CGGGACCACCCGCGGCAAAGCCCGCAGGAC
antisense: CATCGTGGAAGCGACCCGCCAGCCCAGGAT. Os primers internos
amplificam um fragmento de 123pb sendo a sequéncia do primer sense:
CCTGCGAGCTAGGCGTCGG e antisense: CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG.

As PCRs realizadas com os dois conjuntos de primers citados
anteriormente foram baseadas nos protocolos descritos por Marchetti et al (1998).

Entretanto, o terceiro conjunto de “primers” usado para deteccdo da espécie M.
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avium, foi delineado no laboratério de Biologia Molecular da Area de Patologia da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas
(FOP/UNICAMP), usando o programa “Amplify 1.2” (Universidade de Wiscosin,
Madison, E.U.A) (Rangel et al. 2005). Os primers sintetizados amplificam um
segmento de 106pb da 1S71245, especifica para M. avium. A I1S1245 foi obtida a
partir do “Gene Bank” (NCBI —“National Center for Biotechnology Information” NIH,
E.U.A - http://www.ncbi.nlm.nih.gov) através do numero de acesso L33879. A
sequéncia de primers sense é: TGGACCAGTCTGCCTT e antisense:
CGTCGTAAGGCTTGGTAG. Os primers ja foram checados quanto a sua

especificidade comparando-os com todas as sequéncias ja identificada e

presentes no “Gene Bank”(NCBI —“National Center for Biotechnology Information”
NIH, E.U.A - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) em outros experimentos.

Foram realizadas reacdes de PCR de 50 ul de 10X PCR Buffer, 3ul de
50mM Cloreto de Magnésio (MgCly), 1ul de 10mM dntp Mix, 1yl cada primer

(sense em antisense) diluidos na concentragdo de 10mM e 0,5ul de Tag DNA
polimerase 5U/ ul (Invitrogen, Life technologies, Brasil). A quantidade de DNA
utilizada foi de 3ug para os Ensaios de PCR 2 e 3, e para o Ensaio de PCR 1 foi
utilizado 2ug de DNA. A quantidade de DNA utilizada para os controles positivos
de cepas padrao foi de 10ng e para os controles positivos e negativos de material
parafinado foi de 2ug. Agua Milli-Q autoclavada foi adicionada para completar o
volume final de 50pl. Este protocolo foi realizado no 1° ciclo das reacdes de
Nested PCR, e no unico ciclo da amplificagcdo para a 1S71245. Ja para o 2° ciclo
das reagdes de Nested PCR foram montadas rea¢des de 50ul contendo 5ul de
10X PCR Buffer, 3ul de 50mM Cloreto de Magnésio (MgCl.), 1ul de 10 mM dntp
Mix, 1ul de cada primer interno (sense e antisense) diluidos na concentragédo de
10 uM e 0,5ul de Taq DNA polimerase 5U/ul (Invitrogen, Life technologies, Brasil).
Foram adicionados 15ul do produto do primeiro ciclo e agua Milli-Q autoclavada
para completar o volume final de 50ul. As condi¢gdes do primeiro ciclo da PCR 1
foi: 94°C por 4 minutos, 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 57°C por 2 minutos, 72°C

por 2 minutos e extensédo final a 72°C por 7 minutos. Para o segundo ciclo de
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PCR: 94°C por 4 minutos, 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por 2 minutos,
72°C por 2 minutos e extensao final a 72°C por 7 minutos. As condi¢cdes do
primeiro ciclo para amplificagdo da 1IS67710 foi: 94°C por 4 minutos, 20 ciclos de
94°C por 1,3 minutos, 63°C por 1,3 minutos, 72°C por 1,3 minutos e extensao final
a 72°C por 7 minutos. Para o segundo ciclo: 94°C por 4 minutos, 40 ciclos de 94°C
por 1,3 minutos, 72°C por 1,3 minutos e extensao final a 72°C por 7 minutos. Para
a amplificacdo da IS71245 foram 94°C por 5 minutos, 45 ciclos de 94°C por 45
segundos, 55°C por 45 segundos, 72°C por 45 segundos e extenséo final a 72°C
por 4 minutos.

Quinze microlitros de cada produto de PCR foram separados
eletroforeticamente em géis de poliacrilamida ndo desnaturantes a 8% e corados

por Brometo de Etidio por 15 minutos.
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5. RESULTADOS

5.1 Dados Clinicos e Epidemiolégicos

A tabela 01 mostra os dados dos 16 pacientes com TB com ralagcédo ao
sexo, idade, causas mortis e principais achados na Folha Frontal Padrdo. A idade
dos pacientes do grupo | (TB) variou de 1 a 62 anos com média de idade de 28,52
anos *+ 18,21 anos. Onze pacientes pertenceram ao género masculino e 5 ao
género feminino. As principais causas mortis nesse grupo foram TB pulmonar,

insuficiéncia respiratéria, e choque séptico.

Tabela 01. Dados dos 16 pacientes com TB autopsiados em relagéo a
idade, género, causa mortis e principais achados na Folha Frontal Padrao.

Caso Idade [ Género* Causa (s) mortis Principais achados na folha central

1) N75/149 11 M TB** Pulmonar I) TB Pulmonar

[) TB Pulmonar

II) Alcoolismo Crénico

2) N77/231 43 M TB Pulmonar ) Cirrose hepatica microgoticular
IV) Arteriosclerose da aorta e ramos

principais

3) N77/1019 27 M TB pds-primaria I) TB pds-primaria

] [) TB pulmonar pds-primaria
TB pulmonar pos- . L
4) N80/1064 39 M o [I) Bronquite crénica
primaria
[II) Broncopneumonia

[) TB Pulmonar

II) Disseminagéo ganglionar

5) N83/087 52 M TB Pulmonar
[lI) Ateromasia
IV) Fibrose de Tiredide
[) TB miliar
II) TB ganglionar
Insuficiéncia [II) Corticoterapia
6) N83/121 23 F
respiratéria IV) Pancreatite crénica

V) Serosite crénica

V1) Hipertenséao arterial
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Insuficiéncia

[) TB pulmonar do adulto

TB miliar pulmonar

7) N83/609 43 M o
respiratoria
I) Hidrocefalia
o [I) TB pulmonar produtiva caseosa
8) N83/1488 1 M Choque séptico
[l1) Necrose tubular aguda em fase
inicial
[) TB pulmonar
Edema Cerbral ) ) )
) II) Adenocarcinoma bem diferenciado
9) N84/824 62 F Necrose Isquémica
de intestino grosso
cerebral
lll) Colestase intra-hepatica
10) N84/1251 48 M Choque séptico I) TB miliar exudativa
[) TB pulmonar progressiva do adulto
Insuficiéncia
11) HC85/510 23 M o [I) Broncopneumonia abscedada por
respiratoria
COCOos gram -
I) Lupus eritematoso sistémico
II) Alteracdes secundarias a
imunodepressao
12) HC88/673 21 F Indeterminado
* Deplecao linfocitaria
* TB miliar
III) Choque séptico
13) HC88/886 31 M Embolia Pulmonar | I) TB miliar
[) TB miliar
II) Desnutricdo
14) HC89/245 29 F Choque o ] )
[l) Diverticulose (Meckel) em intestino
delgado
[) TB pulmonar
15)HC93/1368 36 F B
I1) Nédulo renal
) [) TB miliar
Caquexia .
16) HC03/828 57 M II) Candidose oral

[l1) Ateroslerose de aorta

* Género: M - masculino; F- feminino; ** TB — Tuberculose.

40




A tabela 02 mostra os dados dos 59 pacientes com TB/AIDS com
ralacdo ao sexo, idade, causas mortis e principais achados na Folha Frontal
Padrdo. No grupo Il (TB/AIDS) a idade dos pacientes variou entre 17 e 63 anos,
com média de idade de 36,2 anos +10,36 anos. Dos 59 pacientes desse grupo, 44
eram do género masculino e 15 do género feminino. As principais causa mortis
tb miliar, insuficiéncia

nesse grupo foram: broncopenumonia, septecemia,

respiratoria e choque séptico.

Tabela 02. Dados dos 59 pacientes com TB/AIDS autopsiados em
relacdo a idade, género, causa mortis e principais achados na Folha Frontal

Padrao.

Caso

Idade

Género*

Causa (s) mortis

Principais achados na folha central

01) N85/278

33

F

Septecemia

[) TB** miliar
II) AIDS

02) N85/384

28

M

Indeterminada

) AIDS
1) TB miliar

03) HC86/669

31

Septicemia

I) AIDS
» Micobacteriose disseminada

04) HC87/607

32

Broncopneumonia

[) AIDS

* TB pulmonar e TB miliar

* Broncopneumonia terminal
[I) Alcoolismo crénico

[11) Miocardite cronica discreta
IV) Tromboembolismo terminal

V) Choque terminal

05) HC87/1397

26

Indeterminado

I) Linfoma maligno indeterminado
II) Homossexualismo
« HIV+

lll) Lesdes granulomatosas em pulmdes

06) HC87/1649

34

TB miliar

) AIDS

* TB miliar

07) HC89/271

34

Septecemia

[) AIDS

* Pneumonia intersticial por CMV
* Micobacteriose atipica

» Micobacteriose hepatica

* Deplecao linfocitaria
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) AIDS

08) HC89/772 21 Meningite aguda ] . o
» Micobacteriose atipica
I) AIDS
+ CMV disseminada
09) HC90/083 45 Septicemia * Micobacteriose miliar atipica
» Septecemia
II) Enfisema pulmonar
I) AIDS
» Micobacteriose miliar atipica
* Deplecao linfocitaria
10) HC90/310 43 Septicemia
II) Nefrite intersticial focal
[1I) Bronquite crénica
IV) Enfisema
I) AIDS
* TB miliar
11) HC90/1098 32 Broncopneumonia . o
* Deplecao linfocitaria
II) Obstrucdo baixa de vias urindrias
I) AIDS
* TB miliar
* Pancitopenia
12) HC91/0115 17 Indeterminada
* Esteatose hepatica
* Moniliase oral
II) Embolia pulmonar terminal
I) AIDS
* TB miliar
13) HC91/1311 37 AIDS _
II) Adenoma crénico
[II) Adenoma do cértex-renal
I) AIDS
14) HC91/1347 25 AIDS
* Lesdes granulomatosas disseminadas
15) HC91/1562 59 Septicemia 1) AIDS
I) AIDS
* TB pulmonar
16) HC92/440 29 Indeterminada  Candidose oral
* Deplecao linféide
II) Alcoolismo
I) AIDS
* Criptococose SNC
17) HC92/950 29 AIDS

* TB miliar

» Broncopneumonia
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18) HC92/1034

25

AIDS

I) AIDS
* perda da imunidade celular

» TB pulmonar

19) HC92/1121

33

TB miliar

I) AIDS
* TB pulmonar e miliar
» Sarcoma de Kaposi

II) Arteriosclerose coronaria discreta

20) HC92/1381

32

Insuficiéncia

respiratoria aguda

[) AIDS

* TB pulmonar

« CMV

) Infarto esplénico

lIl) Palidez renal bilateralmente

21) HC93/036

27

Enterocolite

aguda

I) AIDS
[I) TB pulmonar com disseminagao
aguda

[l) Enterocolite aguda

22) HC93/384

33

Indeterminada

AIDS

* TB miliar

* Emagrecimento
* Diarréia

» Sangramento trato gastro-intestinal

23) HC93/1309

31

AIDS

I) AIDS
* TB miliar
* Broncopneumonia

» Caquexia

24) HC94/285

33

AIDS

I) AIDS

« diarréia e vomito

* penumopatia

* disseminacao miliar
* broncopneumopatia

» septecemia

25) HC94/992

42

AIDS

I) AIDS

* TB miliar

II) Hepatopatia cronica

[l) Dilatag&o ventriculo direito e

esquerdo

26) HC94/1441

33

AIDS

) AIDS

* TB miliar
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* Plaquetopenia
II) Cervicite cronica

) Dilatagéo cardiaca global

I) AIDS
» Septecemia — CMV

27) HC95/379 34 AIDS * Lesdes granulomatosas, padrao miliar
» Sarcoma de Kaposi
* Linfoma n&o-Hodking
I) AIDS
* Linfoma em SNC
Insuficiéncia
28) HC96/039 47 ] ] * Pneumopatia intersticial
respiratoria aguda
» Miobacteriose miliar
* Endocardite infecciosa
I) AIDS
29) HC96/1471 34 Choque séptico | II) TB miliar
[ll) Septecemia
. 1) AIDS
30) HC96/1525 30 TB miliar -
[I) TB miliar
I) AIDS
Insuficiéncia
31) HC97/232 48 ) * TB miliar
respiratéria
* Infeccao pulmonar por S aureus
Insuficiéncia I) AIDS
32) HC97/358 24
respiratéria II) TB miliar
I) AIDS
* TB pulmonar
Insuficiéncia
33) HC97/393 43 o * TB miliar
respiratoria )
* Encefalopatia do HIV
+ Candidose oral
I) AIDS
34) HC98/221 Septicemia -
27 [I) TB miliar
I) AIDS
* TB miliar
35) HC98/1375 47 Choque
» Choque
* Plaquetomia
I) AIDS
36) HC99/100 39 TB disseminada
» TB miliar
37) HC99/688 50 Septicemia I) AIDS

* Broncopneumonia

* TB miliar
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II) Alcoolismo crénico
[II) Arteriosclerose leve

IV) Cistite aguda com ptéquias

) AIDS

38) HC99/1041 21 TB miliar
II) Micobacteriose miliar
1) AIDS
TB miliar
39) HC00/13 34 AIDS * Meningite criptocdccica
» TB pulmonar bilateral
I) AIDS
40) HCO00/70 26 TB miliar
II) Micobacteriose miliar
I) AIDS
Insuficiéncia
41) HC00/476 42 ] ] * TB pulmonar disseminada
respiratoria
II) Palidez visceral generalizada
I) AIDS
Broncopneumonia | * TB disseminada
42) HC00/764 36
AIDS * Medula éssea hipocelular
» Sarcoma de Kaposi
TB miliar 1) AIDS
43) HC00/1314 24 . -
Choque séptico [ * TB miliar
Sindrome da
I) AIDS
44) HC01/671 31 Angustia
* TB miliar
Respiratéria
I) AIDS
* TB miliar
45) HC01/739 42 AIDS + Candidose trato gastrointestinal
* Hepatite C
II) Arteriosclerose generalizada
I) AIDS
* TB miliar
» Choque séptico
* Linfoadenopatia cronica ralacionada a
46) HC01/741 63 TB miliar
AIDS
II) Hipertenséo arterial
[l1) Antracose pulmonar e linfonodal
IV) Etilismo
47) HC01/804 39 TB pulmonar [) AIDS

Disseminagao

miliar

INTB com disseminagao miliar com
disseminagéo para pulméo, bago,

peirtonio, linfonodos e figado
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II) Arterioscerose

) HIV +
_ | 1) TB miliar
48) HC01/869 52 Broncopneumonia )
[I) Arteriosclerose
I\VV) Esteatose renal
Septicemia
Isquemia I) AIDS
49) HC01/1098 41 intestinal * Imunodepressao
TB disseminada | Il) Lesdo isquémica intestinal
AIDS
I) AIDS
Peritonite
» TB disseminada
Tuerculosa
50) HC02/122 62 * Diminuigao dos foliculos linféides em
TB pulmonar
linfonodos e bago
AIDS
II) Antracose
I) AIDS
Choque séptico
* Micobacteriose miliar
51) HC02/355 43 TB miliar ) ]
II) Arteriosclerose generalizada
AIDS
[lI) Colesterolose em vesiculas biliar
I) AIDS
Septicemia II) Esteatose hepatica
52) HC02/373 20 TB miliar [l) Protese mamaria bilateral
AIDS IV)Testiculos com auséncia de
espermatozoides e espermatogénese
I) AIDS
» Micobacteriose disseminada
TB miliar
53) HC02/516 34 AIDS * Broncopneumonia
* Infarto anémico antigo em ventriculo
esquerdo
I) AIDS
Insuficiéncia * TB miliar
54) HC03/865 39
respiratoria II) Prolapso de valvas mitral e tricispide
lII) Cisto hemorragico tireoidiano
Pulméao de
choque 1) AIDS
55) HC04/045 33 Choque séptico | « TB miliar
Broncopneumonia | * Medula éssea hipocelular
AIDS
56) HC04/071 51 Insuficiéncia 1) AIDS
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respiratéria

* TB miliar

* Pericardite aguda

TB miliar + Candidose oral
AIDS » Sarcoma de Kaposi
* Retinite por CMV
I) AIDS
* Micobacteriose pulmonar em lobo
Sepse
57) HC04/508 58 M superior
AIDS
II) Arteriosclerose Generalizada
lIl) Calcificagdo em ganglio da base
I) AIDS
* TB miliar
TB miliar
58) HC04/548 45 F AIDS II) Adenoma de hipdfise
[lI) Leiomioma intramural de corpo
uterino
TB miliar I) AIDS
59) HC04/1051 33 M B -
Infeccdo pelo HIV | « TB miliar

* Género: M - masculino; F- feminino; ** TB — Tuberculose.

Em funcdo dos dados clinicos terem sido extraidos de prontuarios
clinicos, muitas informacgdes relevantes nao foram encontradas nos prontuarios de
todos os pacientes.

O exame de cultura micobacteriana foi realizado em 62 casos, dos

quais 57 apresentaram positivos.

5.1. Avaliagao Histopatologica

A partir das laminas coradas por Hematoxilina & Eosina, observou-se que o
parénquima pulmonar estava afetado em todos os casos. Foram analisados os
padrées de granulomas existentes nos espécimes pulmonares: Granulomas bem
formados (composto por area de necrose central, circundado por células gigantes
tipo Langhans, epitelidides, linfécitos) (Fig. 01) e Granulomas mal formados (area

de necrose caseosa com escassas células inflamatdrias e auséncia de células

gigantes tipo Langhans) em parénquima pulmonar (Fig. 02).

Em todos os 75 casos identificou-se necrose central nos granulomas,

variando desde pequena area focal até extensas areas necraoticas.
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Quinze casos do grupo | apresentaram padrao de granuloma bem formado,
e 01 caso mostrou padrdo de granuloma mal formado devido a deplegao
linfocitaria causada por doenca auto-imune. Ja no grupo Il, dos 59 casos, 53
(89,84%) apresentaram padrao de granuloma mal formado com extensas areas
necroticas, escassas células inflamatérias e auséncia de células gigantes
multinucleadas tipo Langhans. Apenas 06 casos (10,16%) apresentaram um
padrdao de granuloma bem formado. Dezoito casos apresentaram somente
infiltrado inflamatdério macrofagico. Observou-se ainda, que, quanto menor o
numero de células inflamatérias, maior a area de necrose e maior era a
quantidade de BAAR.

A coloracao de ZN foi capaz de detectar BAAR em 82,35 % dos casos do
grupo | e 84,75% dos casos do grupo Il. Os BAAR foram observados no interior
dos macroéfagos (Fig. 03), ou livres em todo parénquima pulmonar. Os casos 1 e 5
do grupo | foram negativos para BAAR. No grupo Il os casos 1, 4, 5, 6, 24, 25 e 28
também apresentaram negatividade para BAAR, no entanto os casos 40 e 47
apresentaram parénquima pulmonar repleto de bacilos alcool-acidos resistentes
(Fig. 04). Simultaneamente observou-se infec¢ao por Citomegalovirus no caso 3.

Observamos, ainda, edema, hemorragia pulmonar e antracose em 53
casos, € nos casos de diagnostico macroscoépico de reativagado da TB observamos

uma grande area de fibrose com escassos BAAR.
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Figura 01 — Grupo | - Granuloma bem formado. Area de necrose
caseosa associado a grande quantidade de infiltrado inflamatério

cronico e células gigantes tipo Langhans. (H&E, 50x).
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Figura 02 — Grupo Il - Granuloma mal formado. Necrose caseosa
com escasso infiltrado inflamatério sem presengca de células

gigantes tipo Langhans (H&E, 25x).
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Figura 03 — Grupo | - Micobacteriose pulmonar mostrando BAAR
(bacilos vermelhos) no interior dos macrofagos (Ziehl-Neelsen,
1000x).
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Figura 04 — Grupo Il - Micobacteriose pulmonar apresentando
grande quantidade de BAAR (Ziehl-Neelsen, 1000x).
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5.2. Reagodes Imunohistoquimicas

A reagao imunohistoquimica com o anticorpo primario anti-BCG
(Micobacterium bovis, clone PO 124 Dako®) permitiu somente a identificagdo do
género Mycobacterium spp. nos cortes de micobacteriose analisados. Os 75 casos
de micobacteriose foram positivos na reagcao de imunohistoquimica para o
anticorpo anti-BCG (Fig. 05 e 06).

O padrédo imunolégico das micobacterioses pulmonares do grupo |
caracterizou-se por um maior numero de células positivas para o anticorpo CD4, e
avaliando os tipos celulares individualmente, observou-se em ordem decrescente
uma maior incidéncia de células TCD4 24,42 células (37,65%), seguidos por
linfécitos TCD8 17,43 células (26,85%), macrofagos (CD68) 15,45 células
(23,71%), linfocitos B (CD20) 4,74 células (7,31%) e neutrdfilos (CD15) 2,88
células (4,4%) (Fig. 07) organizados ao redor da area de necrose.

No grupo Il (AIDS/TB) o anticorpo CD 68 (macréfago) apresentou a maior
positividade entre todas as células estudadas 39,05 células (50,28%), seguido por
linfécitos TCD8 18,45 células (23,75%), TCD4 15,56 células (20,05%), linfocitos B
3,47 células (4,47%) e neutrofilos 1,13 células (1,45%) (Fig. 08).

No grupo | observou-se que a marcacao para o anticorpo CD4 foi intensa,
assim como para os linfoécitos TCD8. Para o anticorpo CD68 a marcagao foi
esparsa Além disso, observou-se que as areas de marcagao para os anticorpos
CD15 e CD20 eram focais.

No grupo I, observamos uma menor quantidade de células inflamatdrias,
principalmente linfocitos tipo TCD4 com média de 15,56 células. Assim como no
grupo | a marcagao para os anticorpos CD15 e CD20 foram focais com média de
1,13 e 3,47 respectivamente. A marcacdo para CD68 foi difusa, no entanto,
contamos apenas os macrofagos localizados nas regides proximas a necrose, a
média de células para esse marcador foi de 39,05 células. A marcacao para
linfécitos TCD8 foi de 18,45 células.
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A analise estatistica (teste T) mostrou resultados estatisticamente
significantes apenas para os anticorpos CD4 p = 0,0025 para o grupo | e CD 68 p=
0,0027 (p< 0,005) no grupo Il quando comparado ao grupo |. Para os demais
anticorpos CD8, CD15 e CD20 encontramos os seguintes resultados: 0,2682;
0,0650; 0,3261, respectivamente.

As figuras 10 e 11 mostram o padrdo imunoldgico dos grupos | e Il
respectivamente.
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Figura 05 — Caso 08 do grupo l. Parénquima pulmonar mostrando
macrofagos com bacilos (cor marron) em seu interior.

(Imunoistoquimica para BCG, 400x).
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Figura 06 — Caso 47 do grupo Il. Granuloma mal formado repleto de
bacilos na area de necrose caseosa. (Imunoistoquimica para BCG,
400x).
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Figura 07 — Comparagao entre as médias da contagem de células imunopositivas
para os anticorpos CD4, CD8, CD15, CD20 e CD68 nos 16 casos analisados do
grupo I.
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Frequéncia de células inflamatérias

Figura 08 - Comparagdo entre as médias da contagem de células
imunopositivas para os anticorpos CD4, CD8, CD15, CD20 e CD68 analisados
do grupo Il
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Figura 09 - Comparagéo do componente inflamatdrio entre os 2 grupos
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Figura 10 — Padrdo imunolégico das micobacterioses pulmonares do grupo | avaliados através
de reagdes imunohistoquimicas. A) marcagao intensa para CD4; B) marcacdo intensa para

CDS8; C) margao esparsa para CD 68; D) marcacdo focal para CD20; E) margéo focal para

CD15 (Imunohistoquimica, 400x).

[o]
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Figura 11 — Padréo imunolégico das micobacterioses pulmonares do grupo Il avaliados através de
reagdes imunohistoquimicas. A) marcagao intensa e difusa para CD68; B) marcagao esparsa para
CDS8; C) margao esparsa para CD 4; D) marcagao focal para CD20; E) marcagéao focal para CD15

(Imunohistoquimica, 400x).
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5.3. Reagdo em Cadeia da Polimerase
Vinte casos foram selecionados para os ensaios de PCR, sendo 10

casos pertencentes ao grupo | e 10 casos ao grupo Il (Tabela 02).

Tabela 02 — Casos selecionados para Ensaios de PCR

Grupo |

Grupo Il

1) N75/149 (caso 01)

1) HC87/1397 (caso 05)

1) N77/231 (caso 02)

1) HC87/1649 (caso 06)

lll) N77/1019 (caso 03)

1) HC91/115 (caso 12)

1V) N80/1064 (caso 04)

IV) HC94/285 (caso 24)

V) N83/087 (caso 05)

V) HC98/221 (caso 34)

VI) N83/121 (caso 06)

VI) HC01/739 (caso 45)

Vil) N83/1488 (caso 08)

VIl) HC01/804 (caso 47)

VIIl) N84/824 (caso 09)

VIil) HC02/122 (caso 50)

IX) HC88/673 (caso 12)

IX) HC03/865 (caso 54)

X) HC88/886 (caso 13)

X) HC04/458 (caso 58)

O primeiro ensaio de PCR (PCR Nested) possibilitou a amplificagdo de
pequena regidao de gene responsavel pela codificacdo de proteina antigénica de
65 KDa (Proteina de choque térmico) que € conservada entre as espécies de
Mycobacterium spp. Os primers internos amplificaram um fragmento de 142pb.
Esse ensaio de PCR confirmou a presenga do género Mycobacterium em material
parafinado em apenas 4 casos do grupo | (casos IV, VIII, IX e X) (Fig. 12). Com
relagdo ao grupo Il, 07 casos foram positivos para esse ensaio de PCR (casos llI,
V, VI, VII, VIII, IX e X) (Fig.13).

O segundo ensaio de PCR (PCR Nested) permitiu a amplificagdo de
segmento de sequéncia de insercado IS6770, que possibilitou a identificagdo de
espécies do “complexo M. tuberculosis” em material parafinado. Os primers
internos amplificaram um fragmento de 123pb. No grupo |, 8 casos (casos Il, lll,
IV, VI, VII, VIII, IX e X), mostraram positividades (Fig.14). Ja no grupo Il esse
ensaio foi positivo em 08 casos (casos |, II, lll, IV, V, VI, VIl e X) (Fig. 15).

O terceiro ensaio de PCR permitiu a identificagdo da espécie
Mycobacterium avium através da identificagdo e amplificagdo de um segmento de
106pb da 1S 71245 por PCR simples em material fixado em formol e emblocado em

parafina. A infecgao foi observada em apenas 01 caso do grupo Il (caso VII) (Fig.
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16) que também estava infectado pelo Mycobacterium tuberculosis. Todos o0s

casos do grupo | foram negativos para esse ensaio de PCR.
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M P I Il IV V VEVIEVIEIX X N M

<200pb

Figura 12 - Gel de poliacrilamida a 8% corado pelo Brometo de Etideo, para
visualizagdo da reacdo de Nested PCR dos 10 casos de micobacterioses de
grupo |, para amplificacdo de proteina antigénica de 65 KDa (Proteina do
choque térmico) conservada entre as espécies de Mycobacterum (142-pb).
Amostras de | a X, P controle positivo, N controle negativo, M marcador de peso

molecular (100-pb). Casos IV, VI, IX e X foram positivos.

P I 1t m Iv VvV VIVl VIl IX X N

M
=

<200pb

Figura 13 - Gel de poliacrilamida a 8% corado pelo Brometo de Etideo, para
visualizagdo da reacdo de Nested PCR dos 10 casos de micobacterioses de
grupo ll, para amplificagdo de proteina antigénica de 65 KDa (Proteina do

choque térmico) conservada entre as espécies de Mycobacterum (142-pb).

66



Amostras de | a X, P controle positivo, N controle negativo - CEC, M marcador

de peso molecular (100-pb). Casos lll, V, VI, VII, VI, IX e X foram positivos.
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M P I Il 1l IVV VIEVIVIIIX X N M

«200pb

Figura 14 - Gel de poliacrilamida a 8% corado pelo Brometo de Etideo, para
visualizagdo da reacdo de Nested PCR dos 10 casos de micobacterioses de
grupo |, para amplificacdo da 1S6110 presentes em grande quantidade entre
espécie de Mycobacterum tuberculosis (123-pb). Amostras de | a X, P controle
positivo, N controle negativo - CEC, M marcador de peso molecular (100-pb).
Casos II, lll, IV, VI, VII, VIII, IX e X foram positivos.

P 1 Il NIv vV VI VIVIIIX X N M

M
=

<200pb

Figura 15 - Gel de poliacrilamida a 8% corado pelo Brometo de Etideo, para
visualizagdo da reacdo de Nested PCR dos 10 casos de micobacterioses de
grupo Il, para amplificagdo da IS67710 presente em grandes quantidades entre a
espécie de Mycobacterum tuberculosis (123-pb). Amostras de | a X, P controle
positivo, N controle negativo - CEC, M marcador de peso molecar (100-pb).
Casos |, II, lll, IV, V, VI, VIl e X foram positvos.
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<€200pb

Figura 16 - Gel de poliacrilamida a 8% corado pelo Brometo de Etideo, para
visualizagédo da reagdo de PCR dos 10 casos de micobacterioses de grupo Il, para
amplificagéo da IS7245 (106-pb) presentes no genoma do M. avium. Amostras de | a
X, P controle positivo — Amostra padrdao IWGMT49, PP Controle positivo de material

parafinado-bloco Embrapa, N controle negativo - CEC, M marcador de peso molecar

(100-pb). Caso VIl foi positivo.
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A tabela 03 resume os dados encontrados nos casos de MBP no grupo |,
quanto a coloracdo de ZN, imunohistoquimica para BCG e PCR. Oito casos foram
positivos na coloragdo de ZN, 10 casos foram positivos para imunohistoquimica
(BCG), 4 casos foram positivos para o género Mycobacterium ssp, 8 casos mostraram
positividade para a espécie M. tuberculosis e nenhum caso foi positivo para a espécie

M. avium.

Tabela 03 - Dados dos 10 casos selecionados pra PCR do grupo |

Caso ZN* BCG* PCR1# PCR2## PCR3 ###
) N75/149

1) N77/231
lll) N77/1019
IV) N80/1064
V) N83/087
VI) N83/121
ViI) N83/1488
Viil) N84/824
IX) HC87/607
X) HC88/886 | + + +

*ZN — Ziehl-Neelsen;** BCG — Bacilo Calmetto-Guerin; #PCR 1 — ensaio para Género M.

tuberculosis; ## PCR 2 — ensaio para espécies M. tuberculosis; ### PCR 3 — ensaio para

+

+ |+ |+

IR

AR AL

+
+

|+ [+ [+

espécie M. aviun.
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A tabela 04 resume os dados encontrados nos casos de MBP no grupo I,
quanto a coloragdo de ZN, imunohistoquimica para BCG e PCR. Seis casos foram
positivos na coloragdo de ZN, 10 casos foram positivos para imunohistoquimica
(BCG), 6 casos foram positivos para o género Mycobacterium ssp, 7 casos mostraram
positividade para a espécie M. tuberculosis e um caso foi positivo para a espécie M.

avium.

Tabela 04- Dados dos 10 casos selecionados pra PCR do grupo |l.

Caso ZN* BCG™ PCR1# PCR2## | PCR3 ###
1) HC87/1397 - n 3 T N
i) HC87/1649 | - T 5 T )
Il) HC91/115 T n T T 5
IV) HC94/285 | - T 3 T 3
V) HC98/221 n ¥ n T 3
V1) HC01/739 n ¥ n T 3
Vi) HC01/804 | + n n T T
VIll) HC02122 | + T T N 3
IX) HC03/865 | - T n N 3
X) HC04/458 T n n T 5

*ZN — Ziehl-Neelsen; **BCG — Bacilo Calmette-Guerin; # PCR 1 — ensaio para Género M.
tuberculosis; ## PCR 2 — ensaio para espécies M. tuberculosis; ### PCR 3 — ensaio para espécie M.

aviun.
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6. DISCUSSAO

A TB é a doenga mais comum associada ao HIV (Toossi et al. 2001). A
média de idade dos pacientes do grupo | foi de 28,52 anos + 18,21 anos, 11 eram
do género masculino e 05 do género feminino. Nesse grupo a TB acometeu uma
ampla faixa etaria, sendo que a idade variou de 01 aos 63 anos. No grupo |l
(TB/AIDS) a meédia de idade foi de 36,2 anos +10,36 anos. 44 pacientes
pertenceram ao género masculino e 15 ao género feminino. Song et al. (2003)
relataram uma faixa etaria entre 20 a 39 anos em pacientes com comorbidade
TB/AIDS, os quais sao similares aos nossos achados.

Em nosso estudo as principais causa mortis para o grupo | foram TB
pulmonar (n=7), Insuficiéncia respiratoria (n=3) e Choque séptico (n=3). Ja no
grupo |l as principais causa mortis foram: Septicemia (n=11), TB miliar (n=11),
AIDS (n=10), Insuficiéncia respiratoria (n=8), Broncopneumonia (n=4), e Choque
séptico (n=4). Isto demonstra que as principais causas de Obitos estiveram
relacionadas com TB e/ou AIDS nos dois grupos estudados.

Histopatologicamente, todos os casos acometeram o parénquima pulmonar;
15 casos do grupo | apresentaram um padrao de granuloma bem formado. O
padrao histopatologico da TB reflete a imunidade celular dos pacientes. Pacientes
com imunidade celular intacta possuiem resposta ganulomatosa tipica com poucos
bacilos (Lewin-Smith et al. 1998). Caso ocorra uma diminuicdo do numero de
linfocitos TCD4 ocorre uma diminuicdo da imunidade celular, diminuindo a
formagdo de células gigantes tipo Langhans e células epitelidides. No estagio
hiporeativo a necrose caseosa central possui inumeros bacilos, tanto na area de
necrose quanto nos macrofagos, sendo detectados pela coloracdo de ZN. No
estagio final da AIDS, ha uma resposta histiocitica com inumeros bacilos (Lewin-
Smith et al. 1998). Provavelmente devido os nossos pacientes do grupo I
possuirem AIDS em estagio avangado, a maioria deles apresentou um padréo de

granuloma mal formado com extensas areas de necrose e inumeros bacilos. Alem
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disso, nesse grupo encontramos as células gigantes tipo Langhans em apenas 6
casos (10,16%).

Analisando as reagdes imunohistoquimicas usadas para detectar as células
inflamatorias presentes nos casos do grupo |, observamos que os linfécitos TCD4
foram os mais prevalentes, seguidos pelos linfocitos TCD8 e macréfagos, além de
marcacao focal pra CD20 e CD15. Sabe-se que o principal efetor da resposta
imunoldgica mediada por células contra as micobactérias € o linfécito TCD4, cuja
principal agdo € ampliar a resposta imune do hospedeiro, ativando macréfagos e
recrutando células para o local da lesdo, através da liberacdo de citocinas
(Schuluger & Rom 1998). Podemos entdo interpretar que os linfocitos TCD4 que
permeiam os granulomas, como as células que determinam a formagao dos
granulomas bem formados, através da secregéo principalmente de citocinas Th1.
Nesses individuos os macrofagos e células interdigitantes seriam capazes através
da fagocitose, de processar os antigenos e apresenta-los aos linfécitos T
recrutados para o local, estimulariam a transformacdo dos macréfagos teciduais
em células epitelidides, conferindo o aspecto de granulomas bem formados que
entdo seriam eficazes na contencdo ou resolucéo do processo inflamatério. Este
padrao ocorreu no grupo |, com exceg¢ao do caso 12 que apresentou deplecao
linfocitaria por doenca auto-imunendo houve deplecdo acentuada de linfocitos
TCD4, o que permitiu a modulag&o dos granulomas bem formados.

Ja para o grupo Il (TB/AIDS) verificamos uma maior prevaléncia de
macrofagos (CD68) seguido por linfocitos TCD8, TCD4 e areas focais de linfocitos
B (CD20) e neutrdéfilos (CD15). O maior numero de macréfagos nesse grupo
deve-se provavelmente a maior permanéncia desses nas lesdes uma vez que
possuem menor capacidade de destruir os bacilos, permanecendo repletos dos
mesmos até serem destruidos pela resposta citotoxica de hipersensibilidade. A
sub-populagdo de linfécitos TCD8 através de sua agao citotdoxica antigeno
especifica (Dannemberg 1993) seria o principal responsavel pela resposta de
hipersensibilidade retardada em situagcdes de comprometimento imune. Repetidos

episddios de hipersensibilidade retardada observados nos granulomas mal
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formados poderiam ser responsaveis pelos aspectos de extensa necrose caseosa
rica em debris celulares. Rangel et al. 2005 em um estudo de MB parotidea em
pacientes autopsiados com AIDS em fase avangada observaram através de
reacdes imunohistoquimicas para o componente inflamatério um predominio de
linfécitos T CD8, seguido por macréfagos (CD68), linfécitos B (CD20) e T CDA4.
Outro trabalho utilizando esses anticorpos motrou positividade de 81,8% e 62,5%
para os anticorpos CD4 e CD 68 respectivamente em 7 espécimes de pulmao e
33 espécimes extrapulmonares com lesdes granulomatosas negativas para
coloracéo de ZN (Ardelanu et al. 1999).

O diagnéstico de MB é muitas vezes dificil de ser realizado. A coloragéo de
ZN é uma técnica de reagao alcool-acido resistente e pelo alto conteudo lipidico
da parede celular das micobactérias, possui capacidade de fixar o corante fucsina
de tal modo que ndo sofra descoloracao pelo alcool-acido. Essa coloragao aliada
as caracteristicas de forma e tamanho € extremamente util na deteccdo de
infeccbes micobacterianas e no controle e tratamento de doengas provocadas por
essas bactérias. Também é de grande valia, em fungdo de sua facil execugéo,
baixo custo e especificidade, além do que um unico bacilo ja é indicativo de
positividade. Entretanto, foi estimado que em amostras de escarros sao
necessarios cerca de 10.000 (10*) bacilos por mililitro de escarro para que sejam
detectados microscopicamente (Harris & Maher 1996), o que em contrapartida o
torna um exame de baixa sensibilidade. Além disso, outras variaveis como a forma
de coleta do material e forma de processamento podem diminuir a eficacia deste
meétodo diagndstico. Pacientes com doenga grave eliminam grande numero de
micobacterias, apresentado boa correlacdo entre esfregagos positivo e cultivo
microbiolégico positivo. Muitos pacientes apresentam doenca leve e menos
avancgada e a correlagéo entre esfregaco e cultivos positivos nesse grupo pode ser
de 25 a 40% apenas. Entretanto, mesmo apds a pesquisa de BAAR, esses
pacientes podem continuar apresentando resultados negativos, mas com
evidéncias clinicas da doenca (Koneman et al. 2001). No nosso estudo a

positividade para BAAR foi 82,35% e 84,75% para os grupos | e I,
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respectivamente. Poucos trabalhos avaliam a sensibilidade das coloragdes
especificas para BAAR em diferentes tecidos. Carabias et al. (1998) demostraram
sensibilidade de 15% em uma amostra de 65 casos de diferentes érgaos com
lesdo granulomatosa e argumentaram que a baixa sensibilidade seria
possivelmente devido ao tratamento antibioticoterapico especifico prévio que
levaria a fragmentagao dos bacilos. Radhakrishnan et al 1991 e Hove et al. 1998
associaram a baixa sensibilidade do método com a boa resposta imunoldgica
celular, que ativaria adequadamente os macrofagos capacitando-os a destruir os
bacilos. A grande positividade evidenciada nos dois grupos do nosso estudo
aponta a importancia de se iniciar a avaliagcdo diagndstica de processos
granulomatosos tecidual através de coloragdes especificas e que a seguir podera
ser complementada por outras metodologias mais sensiveis e especificas. Em
nosso estudo, evidenciamos maior quantidade de BAAR nos casos do grupo Il .
Embora o diagndstico inicial das micobacterioses seja baseado em
evidéncias clinicas, o diagndstico definitivo envolve o isolamento e a identificagao
em laboratorio do microrganismo causador, o que pode ser dificil (Koneman et al.
2001). O procedimento laboratorial consiste na descontaminacéo, digestdo do
espécime, pesquisa microscopica de bacilos alcool-acidos resistentes (coloragao
de ZN), isolamento do microrganismo em cultura, identificacdo e teste de
sensibilidade as drogas do agente infeccioso. O padrdo ouro para o diagnostico
de TB é a cultura microbiolégica. Entretanto, a velocidade de crescimento de
algumas espécies de micobactérias, incluindo o M. tuberculosis é extremamente
lenta e requer a incubagao por volta de 3 a 8 semanas em meio solido, levando,
portanto a algumas semanas para obtencdo dos resultados. A cultura apesar de
sensivel (detecta de 10 a 100 microrganismos por amostra) requer
microrganismos viaveis podendo falhar em pacientes que ja estejam sob
tratamento anti-TB (Harries & Maher 1996). No nosso trabalho em 62 casos foram
feitos exames de culturas, sendo positivos em 57 casos, no entanto a espécies de
micobactérias ndo foram tipificadas. Em estudo realizado por Nagesh et al. em

2001 mostrou que cerca de 85% dos casos de TB confirmados pelo Centro de
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Controle e Prevencao de Doencgas dos Estados Unidos, sao positivos para cultura.
Entretanto, na cultura a pode haver contaminagao laboratorial gerando resultados
falso-positivos. Por conseguinte, esses fatos resultam na necessidade da
realizacao de outros exames, testes ou técnicas, mais sensiveis € mais rapidas
que possam contribuir para o diagndstico precoce e tratamento dos pacientes,
uma vez que a detecgao do agente etioldgico e o tratamento eficaz sdo a chave do
sucesso no controle das doengas micobacterianas.

O segundo meétodo diagnostico utilizado em nosso estudo foi a pesquisa
imunohistoquimica para antigenos de micobactérias em tecidos pulmonares.
Todos os casos de ambos os grupos mostraram marcagdo positiva para o
anticorpo BCG, constatando-se como ja descrito na literatura, que a reacao de
imunohistoquimica amplia a possibilidade de diagnéstico histologico de
micobacterioses. O fato da imunohistoquimica para BCG ter sido positiva em todos
0s casos, justifica plenamente o seu uso rotineiro nos casos em que a coloragao
de ZN for negativa para o diagndstico de micobacteriose pulmonar em material

fixado em formol e emblocado em parafina.

Radhakrishnan et al. (1991) e Hove et al. (1998) estudaram lesbes
granulomatosas no SNC e em o6rgaos variados com suspeitas de TB, cuja
coloracao especifica foi negativa na identificagdo de BAAR. Ambos mostraram
positividade na imunohistoquimica para antigenos de micobactérias em 100% e
14,3%. Os autores avaliaram que o aumento da sensibilidade do método
imunohistoquimico deveu-se a capacidade de detecgdo de antigenos de bacilos
fragmentados em meio a necrose e de material antigénico dentro do citoplasma de
macrofagos e de células gigantes.

Nos ultimos 10 anos, varios métodos moleculares tém sido desenvolvidos
para deteccao direta, identificacdo e testes de susceptibilidade das micobactérias
as drogas. Esses métodos podem reduzir potencialmente o tempo do diagndstico
de semanas a dias, embora haja necessidade de equipamentos sofisticados e

pessoal técnico altamente qualificado. A aplicacdo de técnicas moleculares para a
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identificacdo e diferenciagdo de isolados bacterianos tem-se revelado uma
ferramenta poderosa da microbiologia auxiliando decisivamente as investigagbes
epidemiologicas (Maslow et al. 1993). O outro método diagndstico que utilizamos
nesse estudo foi a PCR, realizada em 20 casos. Para a deteccdo do género M.
tuberculosis encontramos positividade em apenas 4 casos do grupo | e em 6
casos do grupo Il. Acreditamos que a pouca positividade se deve principalmente a
fixacdo do material, uma vez que o tipo e o tempo de fixacdo causam efeitos
importantes na amplificagdo da PCR (Salian et al.1998).

Atualmente a técnica de PCR estd bem desenvolvida e vem sendo
extensivamente utilizada para o diagndstico de inumeras doengas infecciosas
(Nagesh et al. 2001). Além da alta especificidade, a sensibilidade da técnica é alta
e particularmente util em casos de monitoramento do tratamento, ou em casos
onde outros métodos falharam na detecgédo do bacilo (Salian et al. 1998). Rivera
et al. (2003) detectaram um caso de TB oral primaria no qual o diagnéstico so foi
possivel mediante a utilizagdo da PCR, pois a coloracdo de ZN e Auramina-
Rodamina foi negativa.

O desenvolvimento e a padronizacdo de técnicas para identificacdo
molecular de patdégenos micobacterianos em material parafinado é de grande
utilidade, principalmente nos casos em que a principio ndo foram suspeitos ou
onde a coleta de material para cultura ndo tenha sido realizada. Além disso, a
PCR nédo esta restrita a presenga de microrganismos viaveis, permitindo o
diagndstico retrospectivo de TB em material parafinado. Apesar das dificuldades
encontradas para a amplificacdo, devido as alteragdes fisico-quimicas causadas
pela fixagdo pelo formol, a PCR permitiu, além da identificagcdo dos 4 casos do
grupo | e dos 6 casos do grupo Il para o género Mycobacterium, permitiu também
fazer a identificagdo do “complexo M. tuberculosis” em 8 casos do grupo | e em 8
casos do grupo Il. Alguns trabalhos mostram a utilizacdo da PCR em material
parafinado tanto com a utilizagdo da 1S6770 (Hsiao et al. 2003; Marchetti et al.
1998; Salian et al. 1998; Vago et al. 1998,) para a idenficagdo do “complexo M.

tuberculosis” como da 1S71245 para o M. avium (Ferreira et al. 2002) com
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resultados satisfatérios. No nosso trabalho identificamos apenas 01 caso de
infeccado pelo M.avium. Através da PCR é possivel identificar as espécies de
micobacterias presentes nos tecidos isoladamente ou simultaneamente. O M.
tuberculosis é o principal causador de infecgées humanas (Kim et al. 2001) e o M.
avium é a espécie mais freqiente em pacientes com AIDS, em uma porcentagem
de 87 a 98% dos casos isolados (Inderlied 1993, Davallois & Rastogi 1997). Dos
20 casos analisados pela PCR, nao conseguimos identificar as espécies em 05
casos. Atribuimos esse fato, principalmente nos casos do grupo Il a infecgdo por
outras espécies nao-tuberculosas que podem acometer pacientes com
imunodeficiéncia, embora ndo possa ser excluida a possibilidade de resultado
falso-negativo. Especialmente no caso V do grupo |, no qual a concentragcao de
DNA foi extremamente baixa e deste modo foi necessario um volume de DNA
muito grande, o que pode ter gerado um resultado falso-negativo em fungéo de
possiveis inibidores presentes no DNA. Diferentemente, da literatura encontramos
pouca presenca de M. avium nas MBP de pacientes com AIDS, sendo a espécie
M. tuberculosis mais frequente em ambos os grupos, no entanto, ndo podemos
confirmar a viruléncia e o polimorfismo destas espécies de M. tuberculosis entre
os dois grupos.

A fixacdo pode interferir na amplificagdo da PCR. Alguns inibidores
endogenos podem ser induzidos pela fixagdo ou por outras etapas do
processamento do tecido. Uma forma de reduzir estes inibidores seria a
diminuicao dos inibidores de DNA. Por outro lado, reduzindo a concentragcdo do
DNA ha a possibilidade de diminuir a sensibilidade da PCR, especialmente nos
casos paucibacilares, e facilitar a formacado de “primers-dimers” (Coates et al.
1991, Marchetti et al.1998). Marchetti et al. 1998 avaliaram diferentes ensaios de
PCR, com diferentes concentracbes de DNA. Eles encontraram piores resultados
em termos de sensibilidade quando realizou-se PCR com 5ug em comparagao
com 1ug e com 3ug. O protocolo utilizado para os ensaios de PCR nesse estudo
foi baseado nos protocolos desses autores e realizamos a amplificacdo com a

concentracdo de 3ug em todos os ensaios de PCR exceto no segundo ensaio
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(idenficagdo do “complexo M. tuberculosis™), no qual utilizamos 2ug. Os autores
citados acima encontraram um grande numero de falso-negativos com 5ug, o que
provavelmente esteja relacionado a uma grande quantidade de inibidores. Outro
fator importante na amplificacdo de material parafinado € o tamanho do produto a
ser amplificado, em fungao da alta degradagao dentro da cadeia polipepitidica em
tecidos fixados em formol e emblocados em parafina. No genoma do M.
tuberculosis isso é particularmente verdadeiro em fungao da alta taxa de guaninas
e citosinas, uma vez que o formol possui a capacidade de se ligar aos grupos
amino-terminais presentes nesses nucleotideos (Marchetti et al. 1998). Esses
autores encontraram melhores resultados com “primers” menores de 106 e 123
pb, sugerindo que uma correta escolha dos primers, que amplificam sequtiéncias
de DNA relativamente pequenas com menor chance de fragmentagdo, pode
favorecer a amplificacdo e aumentar a sensibilidade da técnica. Além disso, o
numero de copias do fragmento-alvo dos “primers” esta relacionado a eficacia da
amplificacdo. A IS67170 esta geralmente presente em multiplas cépias no genoma
de todos os menbros do “complexo M. tuberculosis” (Roth et al. 1997) e a IS1245
apresenta uma média de 20 copias (Guerrero et al. 1995), oferecendo um alto
poder descritivo. Ardelanu et al. (1999) analisaram através de PCR 7 casos de
espécimes pulmonares e 33 espécimes ndo pulmonares de lesdes
granulomatosas e obtiveram positividade para a IS6770em 77,5% dos casos.

Em resumo, nossos resultados mostraram que com o advento da AIDS
houve uma mudanga no perfil imunolégico das micobacterioses pulmonares
devido a deplecéao linfocitaria. A técnica de imunohistoquimica para o anticorpo
BCG pode ser util para identificacdo do bacilo quando a coloragédo de ZN foi
negativa. A amplificagcao e identificagcdo molecular de espécies de Mycobacterium
a partir de material parafinado é possivel e pode auxiliar no estudo retrospectivo
de micobacterioses de forma rapida e eficaz abrindo perspectivas animadoras
para sua aplicagdo clinica no diagnostico de casos de micobacterioses nos

laboratérios de patologia.
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7. CONCLUSOES

1- Histopatologicamente observamos que no grupo | houve um forte
predominio de granulomas bem formados e no grupo Il (TB/AIDS) devido a
deplecéo linfocitaria ocorreu predominio de granulomas mal formados.

2- A resposta inflamatéria crénica granulomatosa vista na micobacteriose
pulmonar nao associada a AIDS caracterizou-se predominantemente por linfocitos
TCD4 e TCD8, enquanto que no grupo micobacteriose/AIDS o predominio foi de
macrofagos seguidos por linfocitos TCD8.

3- A técnica de imunohistoquimica para o anticorpo BCG pode ser util para
identificacdo do bacilo quando a coloracdo de ZN for negativa, visto que a
imunohistoquimica foi mais sensivel que a técnica de ZN e de PCR em ambos os
grupos.

4- As micobacterioses pulmonares antes e durante a AIDS sdo causadas
principalmente por Mycobacterium tuberculosis.

5- A técnica de PCR apresentou uma sensibilidade de 80% no grupo | e
70% no grupo Il para identificar cepas de M. tuberculosis em micobacterioses

pulmonares emblocadas em parafina.
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" APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de

Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em sessdo de
22.06.05, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n° 440/05, intitulado:

“Idenﬁficagﬁo das espéciés de  Mycobacterium tuberculosis e
Mycobacterium avium em micobacterioses pulmonares no periodo de
1974 a 2004. Andlise histopatoldgica, imuno-histoquimica e por PCR”
apresentado pelo Departamento de PATOLOGIA.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a
CAPPesq, os relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do

Conselho Nacional de Salde n® 196, de 10.10.1996, inciso IX. 2, letra “c")

Pesquisador(a) Responsdvel: Dra. Thais Mauad

Pesquisador (a) Executante: Dra. Andréia Aparecida da Silva
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