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Los andlisis de regresion identificaron variantes genéticas de proteinas surfactantes o alelos

asociados con aumento o disminucién del riesgo (susceptibilidad), lo que sugiere que las
variantes genéticas son marcadores Utiles para el estudio de la tuberculosis.

RESUMEN

El aumento mundial de la incidencia de tuberculosis es un motivo de considerable
preocupacion y muchos se preguntan cémo revertir, detener o minimizar esta tendencia. No
todos los individuos en riesgo padecen tuberculosis activa y, en consecuencia, se plantearon
importantes interrogantes acerca de la variabilidad individual en la susceptibilidad a la
enfermedad, los mecanismos subyacentes, los tratamientos especificos y los puntos de
intervencion. Para obtener una perspectiva mas clara de todos estos items, este trabajo
estudia la hipotesis que plantea que las variantes genéticas de las proteinas surfactantes (SP)
pueden servir como marcadores para identificar a subgrupos con diferente susceptibilidad al
desarrollo de la enfermedad. El fundamento para estudiar estas moléculas es doble. En
primer lugar, intervienen en la defensa innata del pulmén del huésped (primera linea de
defensa) o en la funcién pulmonar normal. En segundo lugar, estas moléculas se identifican
con la variabilidad genética natural que puede servir como «rétulo» para facilitar la
identificacion de subgrupos de individuos con susceptibilidades diferentes. Se realizaron
estudios genotipicos para alelos del marcador de SP en tres grupos de individuos positivos
para tuberculosis y dos controles (prueba cutanea de tuberculina positiva y sujetos sanos
seleccionados al azar). Los analisis de regresion identificaron variantes genéticas de SP o
alelos asociados con aumento o disminucién del riesgo (susceptibilidad), lo que sugiere que
las variantes genéticas son marcadores Utiles para el estudio de la tuberculosis.

Palabras clave: estudio de asociacion, genotipo, inmunidad innata, proteina surfactante.
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Abreviaturas:
Bacilo de Calmette-Guerin: BCG
Proteina surfactante: SP
Proteina surfactante A: SP-A
Proteina surfactante B: SP-B
Proteina surfactante D: SP-D
Region no traducida 3": 3' UTR
Regién no traducida 5: 5° UTR

ABSTRACT

The growing global incidence of tuberculosis has raised considerable concerns as well as
guestions as to how to reverse, halt, or minimize this trend. The fact that not all individuals at
risk develop active tuberculosis raises important questions regarding variability among
individuals in disease susceptibility, underlying mechanisms, specific therapies, and points of
intervention. To gain insight into these issues, we studied the hypothesis that surfactant
protein (SP) genetic variants can serve as markers to identify disease subgroups with different
susceptibilities. The rationale for focusing on these molecules is twofold. First, these molecules
are involved in the innate lung host defense (first line of defense) and/or the normal lung
function. Thus, their functional capabilities are relevant to the issue at hand. Second, these
molecules are identified with natural genetic variability that can serve as «tag» to facilitate
identification of subgroups of individuals with different susceptibilities. Three groups of
subjects, tuberculosis positive and two controls (tuberculin-skin test positive, and healthy
randomly picked subjects) were genotyped for the SP marker alleles. Regression analyses
identified SP genetic \ariants or alleles that associate with increased or decreased risk
(susceptibility), suggesting that the SP genetic variants are useful markers in the study of
tuberculosis.

Key words: association study, genotype, innate immunity, surfactant protein

Abbreviations:
bacillus Calmette — Guerin: BCG
surfactant protein A: SP-A
surfactant protein B: SP-B
surfactant protein D: SP-D
5’ untranslated region: 5" UTR
3’ untranslated region: 3' UTR
surfactant protein: SP

INMUNIDAD, PROTEINAS SURFACTANTES Y MICROAMBIENTE

Inmunidad

Durante los ultimos 500 millones de afios, desde la aparicion de los peces agnatos
(lampreas), los organismos vivos se protegen de los invasores extrafios mediante dos
sistemas de inmunidad, la inmunidad innatay la inmunidad adaptativa.l La defensa innata del
huésped o primera linea de defensa fue el primer sistema en aparecer, hace 600 o 700
millones de afios, y se lo encuentra en organismos primitivos como esponjas y estrellas de
mar. Es un sistema rapido, que se activa pocos minutos después de la aparicion del invasor y
se caracteriza por una forma de ataque inespecifica. Esta inespecificidad de las moléculas de
defensa innatas se debe a que reconocen patrones presentes en moléculas de diversas
clases de invasores, y su actividad no depende del reconocimiento de antigenos especificos
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Por otra parte, la respuesta adaptativa es de aparicion més tardia (500 millones de afios), es
especifica (reconoce antigenos extrafios especificos), mas lenta y se activa horas o dias
después de la aparicion del invasor.La mayoria de las moléculas de defensa innata pueden
eliminar satisfactoriamente los millones de invasores extrafios (bacterias, polenes, otras
particulas antigénicas o irritantes) que diariamente entran en contacto con el pulmon, sin
necesidad de que intervenga la inmunidad adaptativa. No obstante, el compromiso de la
capacidad funcional de las moléculas de defensa innata o una sobrecarga del sistema por
aumento de la carga en el microambiente local activara la participacion de la inmunidad
adaptativa con el fin de resolver la infeccion.

A medida que se asciende por la escala evolutiva, parece aumentar la complejidad de las
moléculas de defensa, segun se evalla con uno de los sistemas genéticos estudiados aqui: I
proteina surfactante A humana. Tal vez esta mayor complejidad asegura una diversidad
molecular mas adecuada para defender al organismo de un ndmero creciente de peligros
ambientales a medida que se cubre un territorio méas extenso (los animales superiores de la
escala evolutiva) y se encuentran nuevos ambientes con diferentes tipos de pélenes,
microorganismos y otros irritantes antigénicos. La molécula de defensa pulmonar innata del
huésped SP-A (véase mas adelante), que puede servir como ejemplo de esta complejidad
evolutiva, aumento la complejidad de su estructura mediante el aumento del nimero de genes
(figura 1) y de su variabilidad genética (figuras 1 y 2). En la figura 3 se observa una
representacion esquematica de la variabilidad genética. Los roedores tienen un (nico gen de
SP-A, pero posteriormente en la evolucién, la aparicion de los primates marcé el desarrollo de
un episodio de duplicacion en el locus genético de SP-A (figura 1), lo que produjo dos genes
funcionales (SP-A1 y SP-A2). Los genes de SP-A humanos se identifican por su mayor
complejidad, tanto en las reglones codificantes de protelnas como en las no codificantes; estc
produce diferencias cualitativas®* y cuantitativas >0 respectivamente. Suponemos que la
complejidad de la SP- A ilustrada en la figura 2, al menos en parte, es una caracteristica Unici
de los seres humanos. Los experlmentos de extension de primers brindan datos con algun
sustento para esta h|poteS|s Sugerlmos que las moléculas de defensa innata del huésped
correspondientes a la proteina surfactante (véase mas adelante), SP-A y SP-D, desempefian
algun papel en las etapas iniciales de la defensa contra la tuberculosis.

Proteinas surfactantes

Las proteinas surfactantes pulmonares SP-A, SP-B y SP-D cumplen importantes funciones et
la defensa del huésped (SP-A, SP-D), la regulacién de los procesos |nflamator|os en el
pulmon (SP-A) y la funcion y la estructura pulmonares (SP-B, SP- A) % Se demostré que
tanto la SP-A como la SP-D se unen al Mycobacterium tuberculosis y regulan su fagocitosis
por los macréfagos alveolares.™ ™ En el ser humano existen dos genes de SP-A (SP-Aly

SP-A2) y cada uno de ellos se puede encontrar en diversas formas genéticas en la poblacion
general (figura 1).
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Figura 1. Numero de genes de SP-A en mamiferos y variantes genéticas en seres humanos. Los
roedores tienen un Gnico gen de SP-A. Los primates y los seres humanos tienen dos genes de SP-A
(SP-Aly SP-A2). Ademas, en estos Ultimos se observa considerable diversidad. Se presentan las

variantes genéticas o alelos® observados con mayor frecuencia en seres humanos, con las secuencias
codificantes. Estos alelos se clasifican segln las diferencias en las secuencias de codificacién. El
tamafio del circulo de cada alelo intenta ilustrar esquematicamente la frecuencia de estos alelos en la
poblacién general. Por ejemplo, los alelos 6A2 y 1A° son los hallados con mayor frecuencia en los genes
de SP-Aly SP-A2, respectivamente, en tanto que los alelos 6A y 1A” son menos frecuentes en la
poblacion.

En este trabe}éo, me referiré a estas formas como variantes genéticas o alelos. La SP- Al (6A,
6A2, 6A3, 6A ") y la SP-A2 (alelos 1A, 1A0, 1A1, 1A2, 1A3, 1A5) difieren entre si en las regiones
codificantes y no codificantes de proteinas. Las primeras contienen informacién para la
molécula funcional -es decir, la proteina- y, por lo tanto, las diferencias entre los alelos en esta
region pueden provocar diferencias cualitativas (figura 2).
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Figura 2. Representacién esquematica parcial de la complejidad de SP-A en las secuencias
codificantes y no codificantes. En la region codificante, se observaron diferencias en los nucleétidos que
podrian modificar el aminoéacido codificado, lo que da origen a variantes con diferencias funcionales o
estructurales potenciales. En la regiéon no codificante se observaron diferencias en la regiéon no
traducida 3' (3' UTR). Estas podrian ser importantes en la regulacion de la expresion basal de SP-Ayen
la respuesta a agentes como los glucocorticoidea. En la regién no traducida 5' (5' UTR) se observaron
diferencias en los nucleo6tidos y variaciones en las uniones. Una de estas regiones reguladoras (3' UTR,
5' UTR) o ambas pueden estar afectadas en la regulacién de la SP-A. Esta variabilidad genética podria
reflejar diferencias cualitativas o cuantitativas. Las diferencias podrian contribuir a la variabilidad
individual de la susceptibilidad y podrian explicar las diferencias individuales observadas en este
sentido. El tamafio del circulo de los alelos bajo 5' UTR o 3' UTR ilustra diferencias potenciales en la
cantidad, en tanto que los diferentes colores en la regién codificante ilustran diferencias
funcionales/estructurales.
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Figura 3. Representacion esquematica genérica de la variabilidad genética. Se presentan dos genes
hipotéticos, gen # 1 y gen # 2, con cuatro alelos cada uno -A,B,C,Dy Al, Bl, ClyDl, respectivamente.
Cada alelo o variante genética difiere (X o Y) de los otros alelos del gen correspondiente. También, el
producto de un conjunto de alelos que interactian (por ejemplo, A_Dl) puede diferir del de otros genes

que interacttan (por ejemplo, B_Al). Ademas, las diferencias pueden aumentar en ciertas condiciones
(por ejemplo, en distintos microambientes) y pueden determinar o contribuir a nuestro estado de saludo

enfermedad. En otras palabras, nuestra variabilidad genética puede constituir la base para explicar la
variabilidad individual observada entre los individuos en la respuesta a los farmacos, la gravedad de la

enfermedad y otras caracteristicas.

Las regiones no codificantes (5' UTR, 3' UTR, figura 2) pueden participar en la regulacion de

la expresion del gen particular y, por lo tanto, las diferencias entre los alelos en esta regién
podrian provocar diferencias cuantitativas, es decir, en la cantidad de una proteina en
particular, tanto en su nivel basal o en respuesta a diversos farmacos. Las diferencias entre
alelos pueden ser pequefias en condiciones normales y, por lo tanto, sin importancia
fisiolégica. No obstante, en ciertas circunstancias, como por ejemplo, en presencia de M.
tuberculosis, las diferencias podrian magnificarse y desempefiar un papel importante en la
determinacion del estado de salud o enfermedad de un individuo en g)grticular. 14 PorZ%ierto,
existen evidencias que indican que existen diferencias cuantitativas '~ y cualitativas™" entre las
variantes de SP-A. También se demostré que algunas variantes se asocian con mayar o

menor frecuencia de sindrome de distrés respiratorio en el recién nacido prematuro, 1518 con
otitis media recurrente, ' infeccion por virus sincicial respiratoriozoy enfermedad pulmonar
obstructiva crénica.?* También se han identificado variantes genéticas de SP-D y SP-B, pero
por el momento se ignora si se asocian con diferencias cuantitativas o cualitativas. Aunque la
ausencia de expresion de SP-B en ratones? o seres humanos?? es incompatible con la vida,
la disrr;i4nucién de sus concentraciones, como sucede en el caso de ratones heterocigotas SP-
B (-/+)
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provoca anomalias fisioldgicas pequefias pero significativas, como disminucion de la
distensibilidad y aumento del atrapamiento aéreo. En el ratén heterocigota (+/-), sélo se
expresa un alelo SP-B y las concentraciones de la proteina son aproximadamente la mitad de
las observadas en el ratdn SP-B (+/+) homocigota, en el que se expresan ambos alelos.
Pensamos que diferentes concentraciones de SP-B podrian influir sobre la funcién pulmonar,
con alteracién del microambiente local; a su vez, este cambio podria promover la
susceptibilidad a la infeccion tuberculosa. En este estudio concentramos nuestra atencion en
los sistemas de defensa del huésped, las variantes genéticas de SP-A, SP- D y SP-B, asi
como los marcadores relacionados con esta Ultima, conocidos como microsatélites.” Los
microsatélites son regiones del genoma humano que exhiben gran variabilidad genética. En
consecuencia, los microsatélites tendrian mayor sensibilidad (es decir, serian mejores
«roétulos») para identificar subgrupos con diferente susceptibilidad al desarrollo de
enfermedad. En este estudio se utilizaron los adyacentes a SP-B.

Con el fin de investigar el papel de la SP-A, SP-D, SP-B y marcadores microsatélites ligados a
SP-B, estudiamos asociaciones de alelos marcadores con el fin de identificar las variantes
genéticas o alelos de SP que se relacionan con mayor o menor riesgo de tuberculosis.”® Se
realiz6 un estudio con estas caracteristicas por dos razones. Nuestra primera hipotesis
planteaba que los marcadores genéticos de SP (y tal vez otros no estudiados aqui) podrian
distinguir a los individuos con riesgo de presentar tuberculosis activa de aquellos que no
desarrollan esta forma de la enfermedad. Por otra parte, si se conocieran mejor los
mecanismos que conducen al desarrollo de tuberculosis en subgrupos de pacientes
identificados por sus SP u otros marcadores, seria posible administrar farmacos u otras
intervenciones terapéuticas especificos para cada subgrupo. En consecuencia, este
tratamiento orientado mas especificamente podria mejorar la evolucion clinica de cada
paciente.

Microambiente

Nuestra hipétesis parte de la presuncién de que la enfermedad pulmonar refleja un
desequilibrio de las complejas y diversas interacciones entre los factores genéticos y
ambientales.™ Por ejemplo, un cambio en el microambiente, como el producido ante la
presencia de un patdgeno, podria tener una influencia considerable sobre la estructura o la
funcién de las moléculas en el microambiente local. La magnitud de los cambios moleculares
estructurales o funcionales podria depender de la genética del individuo (es decir, de la
variante genética especifica) y esto, a su vez, podria explicar por qué algunos individuos son
mas susceptibles que otros a una determinada enfermedad, en condiciones ambientales
similares.

En el caso de las proteinas surfactantes, se demostro que la SP-A estimula la produccién de
TNF-alfa y de 6xido nitrico por los macréfagos después de la incubacién con bacilos de
Calmette-Guerin. >’ Adn se debe determinar si las diferencias en la capacidad de las variantes
de SP-A para estimular la produccion de citoquinas proinflamatorias por las células THP-1,
una linea celular semejante a los macréfagos,?* aumenta al maximo en presencia de un
patégeno. Sin embargo, si asi fuera, es posible que las moléculas surfactantes de defensa
pulmonar sean uno de los factores que contribuyen a la patogenia de la tuberculosis.

VARIANTES GENETICAS DE LAS PROTEINAS SURFACTANTES Y TUBERCULOSIS

En un estudio piloto con individuos de nacionalidad mexicana determinamos los genotipos de
SP-A, SP-B, SP-D y marcadores microsatélites adyacentes a SP-B en tres grupos de
individuos:

pacientes con tuberculosis activa (n = 107)

individuos en riesgo (n = 71) convivientes con pacientes con tuberculosis y con
prueba tuberculinica positiva

individuos sanos, no fumadores (n = 101).

Con posterioridad, estudiamos la frecuencia de las variantes genéticas de proteinas
surfactantes (o alelos) en los grupos estudiados mediante analisis univariados y multivariados.
También determinamos si la presencia de una variante genética en particular del gen X podria
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alterar la susceptibilidad a la tuberculosis en individuos con una variante genética del gen Y.

El fundamento de este conjunto de experimentos era la posibilidad de que la evolucién de un
conjunto de alelos que interactian y contribuyen a la enfermedad difiera de la de otro conjunto
de alelos de los mismos genes.

Los resultados demostraron que la frecuencia de diversas variantes genéticas diferia
significativamente al comparar el grupo con tuberculosis con los sujetos sanos de control o
con el grupo con reacciones cutaneas positivas. Sobre la base del odds ratio, la frecuencia de
dos alelos SP-A (1A% 6A%), un SP-B (B1013_A) y un SP-D (DA11_C), asi como la de ciertos
alelos microsatélites aument6 o disminuyé en el grupo con tuberculosis, lo que sigirié que
algunos eran factores de riesgo o de proteccion para la tubercuIOS|s Ademas, la presencia de
dos alelos de susceptibilidad, 1A° y B1013 Ao 6A° y 1A° en el mismo individuo aumentaba
aun mas la susceptibilidad a la tuberculosis.

Los datos de este estudio piloto indicaron que las variantes genéticas de las proteinas
surfactantes (mas probablemente junto con muchos otros alelos marcadores) pueden ser
Utiles para identificar a los individuos con riesgo de desarrollar tuberculosis activa.

Debido al tamafio relativamente pequefio de la muestra en estudio, cabe advertir que algunos
de los alelos significativos |dent|f|cados podrian deberse simplemente al azar, aunque esta
probabilidad es bastante baja ® Por el momento se desconocen los mecanismos subyacentes
que determinan cémo aumentan o disminuyen el riesgo de tuberculosis las variantes
significativas presentes en un individuo. No obstante, la informacion disponible sugiere que las
diferencias en los nucleétidos de las variantes de proteinas surfactantes que pueden modificar
o no el aminoécido codificado, pueden afectar la estructura, funcidn o regulacién de estas
proteinas. #>7 Estas diferencias, a su vez, pueden afectar uno o varios procesos que
intervienen en la patogenia de la tuberculosis. Por ejemplo, la SP-A unlda al M. tuberculosis
promueve su captacion y fagocitosis por los macréfagos alveolares, 1213 y estimula la
destruccion de las micobacterias.”’ Los mecanismos mediante los cuales se producen estos
eventos mediados por la SP-A podrian incluir la union de la proteina a los lipoglucanos
micobacterianos,” "~ uniodn de la SP-A a un receptor especifico del macréfago,”™ o destruccién
de las micobacterias mediante una via dependiente del 6xido nitrico.?” Por lo tanto, las
variantes de SP-A (debido a sus diferencias genéticas) pueden exhibir distinta capacidad para
regular uno o méas de los eventos mencionados mediante sus diferencias
funcionales/estructurales o cuantitativas. Tales diferencias podrian aumentar o disminuir el
riesgo de tuberculosis activa en ciertas circunstancias.

Por cierto, se observaron niveles elevados de SP-A en individuos con sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA)31 y se sugirié que el aumento de la SP-A favarece la
destruccion de las micobacterias a través de la via dependiente del 6xido nitrico.”’ Es posible
gue la aparente discrepancia se deba a mecanismos diferentes, aliin desconocidos, que
actuan en distintos cuadros clinicos in vivo (por ejemplo, en presencia de SIDA o sin él). Por
lo tanto, la SP-A podria ser ventajosa o perjudicial para el patégeno, segun los mecanismos
gue intervengan o las influencias del microambiente local en su funcién

Por otra parte, la SP-D promueve la autoagregamon de micobacterias®® e inhibe la captacion
de M. tuberculosis por los macréfagos humanos.™ Aunque la agregacion de micobacterias no
es necesaria para reducir la captacion por los macrofagos, es posible que las micobacterias
aglutinadas aumenten su depuracion mediante mecanismos mucociliares. De acuerdo con la
informacion disponible, la SP-D parece proteger de la infeccion por micobacterias al inhibir las
etapas iniciales de la infeccidn. Son interesantes los hallazgos recientes sobre el papel de las
células dendriticas en Ia formamon de granulomas pulmonares inducida por el bacilo
Calmette-Guerin (BCG) * Las células dendriticas de estos granulomas exhiben una potente
funcién de presentacion de antigenos. Aunque recientemente se demostré que la SP-D
estimula la presentacion de antigenos por las células dendriticas,® se ignora si potencia esta
accion en los granulomas inducidos por BCG. Debido a que las actividades de la SP-D
pueden variar entre las distintas variantes genéticas, las diferencias entre éstas podrian
brindar distintos grados de proteccion contra la infeccion por M. tuberculosis en dos puntos
importantes. Ya sea por su influencia sobre las etapas iniciales de la infeccién mediante la
inhibicion de la captacion de micobacterias por los macréfagos o en el comienzo de la
respuesta inmunoldgica adaptativa mediante el aumento de la presentacion de antigenos,
promoviendo asi la resolucién de la infeccion.
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HIPOTESIS Y CONSIDERACIONES FINALES

Las moléculas de defensa innatas del huésped, SP-A y SP-D, tienen acciones
complementarias y que se superponen. Con respecto a la infeccion por M. tuberculosis, estas
moléculas pueden actuar por diferentes mecanismos™?’ para eliminar al patégeno, aunque
en ciertas circunstancias la SP-A> puede promover la supervivencia de este patdgeno
intracelular. ° Estas observaciones sugieren la participacion de diferentes mecanismos (al
menos en el caso de la SP-A) en distintas circunstancias clinicas. Ademas, estudios in vivo e
in vitro demostraron que la SP-A afecta la funcién de los macrofagos y de otras células del
sistema inmunitario.””*****! por lo tanto, la SP-A podria contribuir a la susceptibilidad de la
infeccion por micobacterias mediante su efecto sobre la funcion de los macréfagos. Este
efecto seria secundario a diferencias en la actividad de las distintas variantes de la SP-A, las
gue podrian incluir:

a. diferencias en su capacidad para unirse al M. tuberculosis o a los macréfagos

b. diferencias en su capacidad para asegurar la eliminacion o supervivencia del M.
tuberculosis (las variantes de SP-D también podrian modificar la susceptibilidad del
huésped mediante diferencias en su interaccion con M. tuberculosis)

c. diferencias en su capacidad para «iniciar» o regular la funcién de los macréfagos
alveolares para combatir a los invasores perjudiciales.42

Esto ultimo se ex plica por la capacidad de las variantes de SP-A para producir citoquinas
proinflamatorias de modo diferencial®® o mediante las diferencias potenciales en su capacidad
para regular la expresion de moléculas de adhesion>® u otras moléculas. Sugerimos que las
diferencias en los alelos (como en presencia de un patégeno o de afectacion de la funcién
pulmonar) podrian incluso aumentar en condiciones de compromiso, con alteracion funcional
y fracaso de este sistema defensivo innato para resolver de inmediato la agresioén. El fracaso
de la capacidad de las moléculas de defensa innata para eliminar patégenos en el primer
encuentro puede ser critico en la progresion ulterior y el establecimiento de la enfermedad.
En resumen, las variantes genéticas de proteinas surfactantes pueden ser Utiles para
identificar a subgrupos de pacientes con mayor o menor riesgo de tuberuclosis y, mediante
sus diferencias genéticas, podrian contribuir en forma diferencial a la patogenia de esta
enfermedad. Se requieren mas estudios para determinar el mecanismo subyacente en
distintos subgrupos de enfermedad con el fin de indentificar puntos de intervencion
terapéutica especifica para cada subgrupo, que permitan obtener una mejor evolucion clinica
en cada paciente.
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Necessidade de novas drogas para o tratamento da infec¢do chagasica, que atinge mais de
16 milhdes e com mais de 100 milhdes de pessoas expostas a infeccdo na América Latina.

RESUMO

Esta sintese da revisédo «A Critical Review on Chagas Disease Chemotherapy», publicada nas
Memérias do Instituto Oswaldo Cruz, 97:3-24, 2002, por JR Coura e SL de Castro, chama a
atencdo para a necessidade de novas drogas para o tratamento da infeccéio chagasica, que
atinge mais de 16 milhdes e com mais de 100 milhGes de pessoas expostas a infec¢do na
Ameérica Latina. As duas drogas existentes para tratamento, o nifurtimox e o benznidazol,
atuam apenas na fase aguda e recente da infec¢éo pelo Trypanosoma cruzi e apresentam
grandes limitagOes pelos seus efeitos colaterais e pela necessidade do seu emprego durante
pelo menos 60 dias. Por outro lado o alopurinol e os antifingicos cetoconazol, fluconazol e
itraconazol, em testes clinicos, mostraram resultados pobres, nulos ou controversos para o
tratamento da fase cronica da doenca de Chagas. O desenvolvimento de novas drogas deve
visar alvos especificos da estrutura e do metabolismo do T. cruzi, os quais devem ser
estudados, inicialmente in vitro, antes de maiores esfor¢os experimentais. Deve-se
correlacionar o alvo a ser atingido com a atividade anti-parasitaria da droga e/ou seus
derivados, considerando o menor dano possivel para a célula do hospedeiro.

Palavras-chave:doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, quimioterapia, tratamento clinico,
desenvolvimento de drogas.

Summary

In the «Critical Review on Chagas Disease Chemotherapy» (Coura & De Castro, Memdrias do
Instituto Oswaldo Cruz, 97:3-24, 2002), we call attention for the need of new drugs for Chagas
disease treatment. Chagas disease is endemic in Latin America, affecting 16-18 milion
peoples, with more than 100 milion exposed at risk of infection. The two drug, nifurtimox and
benznidazole, existing for Chagas disease treatment act mainly in the acute or recent phase of
the disease and have a great limitation because its side effects and long term 60 days
treatment. On the other hand allopurinol, ketoconazole, fluconazole and itraconazole under
experimental screen and clinical tests, showed a very poor, null or controvert results in the
treatment chronic phase of Chagas disease.

The devepment of new drugs should look for specific targets of the structure and metabolism
of Trypanosoma cruzi, first in vitro before major experimental effort. It should correlate the

target to be reach with the drug and its derivates anti-parasite activities, considering how to
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reach the target with a lower host cells damages possible.

Key words: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, chemotherapy , clinical treatment, drug
development.

RISCOS DA DOENCA

A doenca de Chagas ou Tripanosomiase Americana, descoberta por Carlos Chagas no Brasil,
em 1909, é uma zoonose que afeta 16 a 18 milhdes de pessoas na América Latina, com mais
de 100 milhdes de expostos ao risco da infeccdo.! Seu agente etioldgico, o Trypanosoma
cruzi é um protozoario flagelado da familia Trypanosomatidae, cujo ciclo evolutivo inclui a
passagem obrigatéria por hospedeiros vertebrados (numerosas classes de mamiferos,
inclusive o homem) e invertebrados (triatomineos hemato6fagos dos géneros Panstrongylus,

Rhodnius e Triatoma). A transmissao da infec¢do ocorre principalmente por vetores e por
transfusdo sanguinea e ocasionalmente por via oral ou congénita.

A infeccdo chagasica apresenta duas fases bem distintas: a fase aguda ou inicial,
assintomatica na maioria dos casos, oligosintomatico ou sintomatico com febre,
adenomegalia, hepatoesplenomegalia, conjuntivite unilateral (sinal de Romafa), miocardite e
meningoencefalite, podendo ser fatal em até 10% dos casos. Esta fase se caracteriza pela
presenca do T. cruzi ao exame direto do sangue, e por responder adequadamente ao

tratamento com nifurtimox ou benznidazol, com 70 a 80% de cura. Dois meses
aproximadamente ap0s o inicio da fase aguda, desaparece da corrente sanguinea o T.

cruzi ao exame direto, 0 qual somente sera detectado pelo xenodiagnostico, pela hemocultura
ou pela presenca do seu DNA na reacdo em cadeia da polimerase (PCR), entrando o
paciente na fase cronica, de dificil cura com as drogas efetivas na fase aguda.

Na experiéncia brasileira” menos de 10% dos pacientes nessa fase respondem ao tratamento
quimiotergpico. Apods um periodo de laténcia na fase crénica de 10 a 15 anos, chamado de
forma indeterminada, os pacientes podem evoluir para a forma crénica cardiaca com
miocardite crbnica, insuficiéncia cardiaca e morte subita por arritmia cardiaca e/ou para a
forma digestiva, com megaeséfago e megacélon.

TRATAMENTO QUIMIOTERAPICO

A droga ideal para o tratamento da doenca de Chagas deveria preencher os seguintes
requisitos, segundo a Organiza¢gdo Mundial de Saude:

i promover a cura parasitologica de casos agudos e crénicos
ii. ser eficaz em dose Unica ou com poucas doses
iil. ser de baixo custo e acessivel aos pacientes
iv. ndo produzir efeitos colaterais ou teratogénicos
V. ndo necessitar hospitalizagdo para o tratamento
Vi. nao induzir resisténcia parasitaria

Pelo menos os quatro primeiros requisitos citados nédo foram preenchidos por nenhuma das
drogas testadas até o presente. Quase uma centena de drogas ja foi testada até o momento
com poucos resultados efetivos, entre os quais destacam-se: derivados das quinoleinas,
varios antimalaricos, arsenobenzdis e outros arsenicais, fenantridinas, sais de ouro, bismuto,
cobre e zinco, iodeto de sddio, violeta de genciana, aminopterina, acido paraminosalicilico,
hidrazida do acido nicotinico, ACTH e cortisona, derivados da estilomicina, anfotereicim B,
mais de 30 antibiéticos e alguns nitrofuranos.”

°A primeira demonstracao clara de cura experimental da infeccdo chagasica foi feita por

Brener’ utilizando a nitrofurazona em esquema de duracdo prolongada em camundongos,
quando curou 95.4% (62/65) dos animais tratados. No final da década de 60 inicio de 70
surgiram, respectivamente, o nifurtimox e o benznidazol, as primeiras drogas efetivas para
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tratamento da fase aguda e recente da infeccdo chagasica humana, mas com indices de cura
muito baixos na fase crbnica da doenca, necessitando do seu emprego em esquemas de
duracéo prolongada (30 a 60 dias), com importantes efeitos colaterais.®® Estas drogas,
entretanto, séo as Unicas existentes para uso clinico no presente.

O nifurtimox é o 3 metil-4-(5-nitrofurfurilideno-amino) tetrahidro-4H-1, tiazina-1-1-diéxido. O
seu mecanismo de acao foi relacionado ao aumento da producao de anions superoxidos e a
acao de radicais livres ao nivel de mitocondrias do parasito.lo Ja o benznidazol (N-benzil-2-
nitro-1-imidazolacetamida) além do mecanismo oxidativo que para essa droga ndo é chave,
atuaria através de ligacéo covalente ou outras interag6es de intermediarios da nitroredugao
com componentes do parasito ou ligagdo a ADN, lipideos e protel’nas.“’12 Os efeitos
colaterais no uso clinico do nifurtinox sdo anorexia, perda de peso, excitabilidade ou
sonoléncia e manifestacfes digestivas, nauseas, vomitos, célicas intestinais e diarréia.

Os efeitos adversos do benznidazol podem ser classificados em trés grupos: (i) sintomas de
hipersensibilidade, dermatite com erupg¢do cutanea, edema generalizado, febre e dores
musculares e articulares; (ii) depressédo da medula 6ssea, purpura trombocitopenica e
agranulocitose, a mais grave das manifestacdes; (iii) polineuropatia, parestesias e polineurite
de nervos periféricos. Além dos efeitos colaterais a grande desvantagem de ambos os
medicamentos € a necessidade do seu uso prolongado (60 dias), a pouca atuagdo nos casos
cronicos e na evolugdo da doenca. Esta indicado o tratamento na fase aguda ou recente da
infeccdo, em criangas menores de 12 anos e em casos da fase cronica tardia por indicacdo
médica.

DROGAS EM TESTES CLINICOS E EXPERIMENTAIS

Quatro drogas vém sendo testadas em diferentes formas e esquemas na infeccdo chagésica:
o alopurinol, o cetoconazol, o fluconazol e o itraconazol com resultados pouco promissores. O
allopurinol (4-hidroxipirazol (3,4-d) pirimidina) € um analogo da hipoxantina que impede ou
reduz a formacao do acido Urico por inibicdo da xantina-oxidase e bloqueio da biosintese de
novo das purinas, por isso é Iarsgamente usado no tratamento da hiperuricemia. Embora
alguns estudos iniciais in vitro™® tenham mostrado sua acdo em tripanosomatideos, estudos
em pacientes na fase aguda da doenca de Chagas14 mostraram a sua total ineficacia. Sua
atuacéo na evolucéo de casos da forma cronica indeterminada e no tratamento da reativacao
doT.

cruzi, apés transplante cardiaco e imunossupressao, precisa ser melhor avaliada. Os
antifingicos cetoconazol (nitroimidazol), e os triazolicos fluconazol e itraconazol, tém
demonstrado experimentalmente efeito curativo na fase agudal5, entretanto, experiéncias
realizadas com cetoconazol em casos cronicos da infeccao humana™® e na reativacdo da
doencga em casos de AIDS 7 demonstraram a sua ineficacia. Outros estudos clinicos
realizados com cetoconazol, fluconazol e intraconazol na fase crdnica da doenca, também
precisam ser melhor avaliados. Estudos recentes com um isémero do fluconazol, composto D
0870, em camundongos infectados com T. cruzi na fase aguda e crénica demonstram um
efeito supressor do parasito 30 a 50 vezes maior que o obtido com cetoconazol e
nifurtimox18,19.

DESENVOLVIMENTO DE NOVAS DROGAS

Considerando as limitag8es das drogas em uso clinico e de poucas perspectivas das drogas
em fase experimental e do grande nimero de pessoas infectadas com o T. cruzi, estimado em
mais de 16 milh6es na América Latina, torna-se indispensavel o desenvolvimento de novas

drogas.
O desenvolvimento de drogas anti-parasitarias pode emergir da sele¢do de produtos
sintéticos ou naturais, de compostos com estrutura similares a drogas com atividade

comprovada, mas sem possibilidade de uso clinico, de produtos utilizados em outras doengas
parasitarias semelhantes ou de alvos metabdlicos especificos

. sz . . sl 20
Todos os alvos de drogas anti-parasitarias devem ser validados pelos seguintes critérios™:

correlagdo da inibi¢cdo do alwo com atividade anti-parasitaria da droga e/ou seus
derivados in vitro, antes de maiores esforgos experimentais
comparacao do alvo entre parasitas susceptiveis e resistentes a uma dada droga

13



Coleccidn Trabajos Distinguidos, Serie Infectologia, Volumen 6 Namero 4

eliminacdo do gene de transcricdo do alvo a ser atingido no parasito.

As dificuldades inerentes a tais abordagens de validagéo de alvos, ficam muito claras,
particularmente no ultimo critério.

Estudos recentes sobre a bioquimica do T. cruzi, identificam novos e promissores alvos para
quimioterapia da doenca de Chagas, entre os quais destacam-se o metabolismo de
esterdides, enzimas como tripanotiona redutase, cisteina proteinase, hipoxantina- guanina
fosforibosiltransferase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, DNA topoisomerase,
dihidrofolato redutase e farnesilpirofosfato sintetase.”*?> O problema de desenvolvimento de
novas drogas esta muito relacionado ao desinteresse das companhias farmacéuticas em
investir em drogas de uso limitado a populacdes de baixa renda em paises subdesenvolvidos.
Nesse sentido advogamos que as Universidades e Institutos de Pesquisas desses paises,
com apoio governamental se dediqguem a busca de drogas anti-parasitarias, por exemplo para
a doenca de Chagas, para Leishmanioses e Toxoplasmose, para as quais ndo existem drogas
efetivas, de baixo custo, facil aplicacéo e baixa toxicidade.

Duas drogas seriam de grande interesse no momento a serem desenvolvidas para o
tratamento da doenca de Chagas, o megazol (CL-64855) e o nitroimidazol MK-436, com os
quais foram obtidos excelentes resultados experimentatiszs’24 mas que por questdes nao
explicadas ndo foram desenvolvidas pelas empresas por elas responsaveis, possivelmente
pela detectagdo de acdo mutagénica. Este € um claro exemplo do que foi acima mencionado.
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Si bien la baciloscopia y el cultivo son poco sensibles en las muestras de jugo gastrico de nifios con
tuberculosis, la tincion directa es un método poco especifico y el cultivo requiere varias semanas, son
pruebas de obligada realizacion en nifios con sospecha de tuberculosis, pues pueden ser de ayuda
inestimable para el clinico y aportan informacién sobre la sensibilidad a farmacos.

RESUMEN

Obijetivo: evaluar el rendimiento de la baciloscopia y el cultivo en muestras de jugo gastrico en la
tuberculosis pulmonar infantil. Método: estudio prospectivo, controlado y ciego de 421 muestras de
aspirado gastrico procedentes de 139 nifios remitidos por sospecha de tuberculosis. Resultados: la
baciloscopia fue positiva en 6 de los 46 nifios con tuberculosis activa (sensibilidad 13%) y en 3 de los 93
nifios de los grupos de control (especificidad 96.8%). El cultivo fue positivo en 15 pacientes con
tuberculosis activa (sensibilidad 32.6%), siendo mayor su rendimiento cuando el parénquima pulmonar
estaba afectado en la radiografia de torax. El M. tuberculosis también se aislé en 2 nifios con infeccion
tuberculosa sin enfermedad aparente y en uno de ellos se realiz6 tomografia computarizada, que mostr6
adenopatias mediastinicas no visibles en la radiografia de torax. Conclusiones: la baciloscopia y el cultivo
tienen baja sensibilidad en muestras de aspirado gastrico de nifios con tuberculosis pulmonar. La
baciloscopia puede presentar falsos positivos.

Algunos nifios con infeccion tuberculosa sin enfermedad aparente presentan actividad microbioldgica,
eventualmente secundarias a adenopatias mediastinicas no visibles en la radiografia de térax.

Palabras clave: tuberculosis, infancia, diagnéstico, cultivo, baciloscopia.

SUMMARY

Obijective: To evaluate the yield of smears and cultures in gastric juice samples in the diagnosis of
childhood pulmonary tuberculosis. Methods: Prospective, controlled and blinded study of 421 clinical
samples taken from 139 children referred for evaluation of suspected tuberculosis. Results: Smears were
positive in 6 of the 46 children with active tuberculosis (sensitivity: 13%) and in 3 of the 93 children of the
control groups (specificity: 96.8%).

Cultures were positive in 15 children with active disease (sensitivity 32.6%), and the effectiveness rate was
higher when there was parenchymal involvement on the chest radiograph. M. tuberculosis was also isolated

in 2 children with tuberculous infection who showed no apparent signs of the disease, and in one of them a
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CT-scan revealed mediastinal adenopathies which were not evident on the chest radiography. Conclusion:
Smears and cultures have low sensitivity in gastric aspirate samples of children with pulmonary
tuberculosis. Smears can show false positive results. Some children with tuberculous infection without

apparent signs of the disease exhibit microbiological activity that can be caused by mediastinal
adenopathies which are not evident on chest radiographs.

Key words: tuberculosis, children, diagnosis, culture, smears.

INTRODUCCION

El diagnostico microbiologico de tuberculosis (TBC) se ha basado tradicionalmente en la baciloscopia y el
cultivo. La confirmacion de la enfermedad requiere el aislamiento mediante cultivo y la identificacion del
Mycobacterium tuberculosis. Como el cultivo requiere varias semanas, se puede realizar un diagnéstico de
presuncién mediante deteccion de bacilos acido-alcohol resistentes en el examen directo del frotis al
microcospio (baciloscopia). No obstante, el diagnéstico bacterioldgico en la infancia no es sencillo, porque
predominan las formas de la enfermedad cerradas y con pocos gérmenes y habitualmente se utilizan
muestras de jugo gastrico. Por tanto, con frecuencia se realiza un diagndéstico clinico sobre la base de una
prueba positiva de la tuberculina, presencia de sintomas sospechosos, hallazgos radiolégicos sugestivos e
identificacién de un adulto contagioso en su entorno. ™ El objetivo de este estudio fue valorar de manera
prospectiva el rendimiento de la microscopia directa y del cultivo en aspirados gastricos de nifios remitidos
por sospecha de tuberculosis, y establecer la relacion de la baciloscopia y el cultivo con parametros
clinicos, radiolégicos y epidemioldgicos de nifios con TBC.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron de forma prospectiva durante dos afios y medio 421 muestras de jugo géstrico procedentes
de 139 nifios atendidos en el Hospital Infantil «Virgen del Rocio», de Sevilla, por sospecha de TBC
pulmonar, aunque también se incluy6 la TBC linfatica intratoracica, la TBC pleural y la TBC miliar.

Clasificaciéon de los pacientes. Los pacientes se clasificaron de acuerdo con la valoracion de la
prueba de tuberculina, el contacto con un enfermo de TBC, los sintomas clinicos, la radiografia
(Rx) de térax y la respuesta al tratamiento:
= Grupo 1. Sin infeccion tuberculosa, con prueba de tuberculina negativa.
= Grupo 2. Infeccidn tuberculosa sin enfermedad. Nifios con tuberculina positiva (induracion
de al menos 5 mm)l sin sintomatologia clinica y con radiografia de térax normal valorada
por dos radiélogos pediatricos y un pediatra.
= Grupo 3. TBC con enfermedad clinicamente activa. Para ser incluidos en este grupo, los
nifios debian presentar hallazgos clinicos y radiolégicos compatibles con la enfermedad
tuberculosa, mejorar con el tratamiento antituberculoso y cumplir al menos dos de los
siguientes criterios:
1. Prueba cutanea de la tuberculina positiva
2. Exclusién razonable de otros diagndsticos
3. Identificacion de un caso fuente adulto con enfermedad contagiosa por M.
tuberculosis.
= Grupo 4 TBC no activa clinicamente. Nifios que habian sido diagnosticados y tratados
correctamente por TBC pulmonar al menos dos afios antes.
= Grupo 4. TBC no activa clinicamente. Nifios que habian sido diagnosticados y tratados
correctamente por TBC pulmonar al menos dos afios antes.

Muestras clinicas. El jugo gastrico se recogioé a primera hora de la mafiana, tras 10 horas de
ayuno. La muestra fue tratada con el método de Tacquet y Tison (homogeneizacion y
descontaminacion con lauril sulfato e hidroxido de sodio, y neutralizacién con solucién de &cido
ortofosfoérico). Se procedié a la deteccion de bacilos acido-alcohol resistentes con la técnica de
auramina-rodamina, confirmando los resultados positivos mediante la tincion de Ziehl-Neelsen.

Se realiz6 cultivo en medio de Léwenstein-Jensen y Coletsos, identificando las micobacterias con
sondas de ADN.
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Veinte nifios no ingresaron en el Hospital y acudieron a las 8:00 de la mafiana para la toma de la
muestra (11 con infeccion TBC, 6 con enfermedad TBC, 1 con TBC no activa clinicamente y 2 sin
infeccion TBC). Treinta muestras procedentes de 10 pacientes fueron recogidas en el curso del

tratamiento antituberculoso (3 con infeccion TBC y 7 con enfermedad TBC, dos de los cuales
tenian otras muestras antes de iniciar el tratamiento).

Analisis estadistico. Las variables cuantitativas se analizaron con la prueba de la t de Student, o
de Mann-Whitney si no seguian distribucién normal, y las variables categéricas con la prueba del c?
0 la prueba de Fisher. La normalidad de las variables se estudié con el test de Kolmogorov-
Smirnov. La sensibilidad de la baciloscopia y el cultivo se calcularon utilizando los métodos
estandar, incluyendo como casos a los nifios con TBC clinicamente activa y todos los deméas como
controles. Las diferencias estudiadas se consideraron significativas para un valor de p < 0.05.

RESULTADOS

Resultados globales

Del estudio participaron 139 nifios. La edad media fue de 4 afios y 5 meses (53.87 + 38.90 meses; rango 1
mes a 15 afos), y el 67.6% no superaba los 6 afios. Se encontrd fuente de contagio en el 54% de los nifios
estudiados, fundamentalmente en convivientes (40.3%) (tabla 1).

TABLA 1. Poblacidn de estudio.

Ho infeccidn Infeccibin TBC ~ TBC clinicamente  TBC no activa
sin enfermedad activa clinicamente
M2 de nifios 21 ar 46 5
Muestras clinicas 151 111 144 15
Muestras por paciente (media £ DE) 286028 3x0 3130865 3xn
Edad en meses (media £ DE) 4627 £ 3323 E9.73 £ 38.04 4704 £ 4232 TEA0£31.29
Waron ; mujer 2130 15; 22 2620 3.2
Hospitalizados (%) 96.1% T0.3% a7 g0%
Fuerte de contagio identificads (%) 13 (25.5%) 26 (70.3%) 34 (73.9%) 2(40%:)
Conviviente B (11.8%) 18 (43 5%) 30 (65.2%) 2(40%:)
Mo convivierte T13.7%) 8 (21 .6%) 4 (8.7%) a
Tiempo de exposicion en dias (media + DE) 1145+ 641 T2EI £ 11523 G033 +£52.52 0
Tuberculing en mm [(media £ DE) 0 1435+ 390 1625+ 4 .44 19+ 3546

Cuarenta y seis nifios se catalogaron como TBC con enfermedad clinicamente activa. Treinta y tres de
ellos (71.7%) tenian sintomas clinicos. Las alteraciones radiolégicas predominantes fueron el infiltrado
pulmonar (52.2%) y la adenopatia hiliar o mediastinica sin infiltrado (32.6%); también fueron detectados 5

casos de derrame pleural, una caverna y una TBC miliar.

Treinta y siete nifios presentaron infeccion tuberculosa sin enfermedad y en 51 no se evidencié infeccién
tuberculosa (tabla 2). Finalmente se incluyeron 5 nifios con TBC no activa clinicamente.
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TAELAZ. Diagndsticos de los pacientes sin
infeccion tuberculosa.

Diagnostico Ho. de nifwos

MeLmonia

Minguna patologia (sdlo cortacto con TBC)
Wirasis

Meningiti=

Infeccidn urinariz

Leucemia-linfama

Waricela

Hemosziderosis pulmonar

Sarcoidosis

Adenoflemadn

]
%]

= = = R k) 4 00 @

Resultados de la baciloscopia

La tincion directa del frotis del jugo géastrico fue positiva en 6 pacientes con TBC activa (sensibilidad 13%),
gue radiolégicamente presentaron infiltrado pulmonar (n = 4), caverna (n = 1) y adenopatia hiliar sin
infiltrado pulmonar (n = 1). Tres nifios sin TBC clinicamente activa tuvieron resultado falso positivo de la
baciloscopia (especificidad 96.8%).

Resultados del cultivo

El tiempo medio de crecimiento de los cultivos positivos fue de 42 dias (rango 19-58 dias) y el laboratorio
informd ausencia de crecimiento tras 60 dias. El cultivo fue positivo en 27 de muestras procedentes de 17
nifios. Quince de ellos presentaban TBC activa y los otros dos habian sido clasificados clinicamente como
infeccion TBC sin enfermedad. En uno de estos dos nifios se realiz6 tomografia computarizada (TC) que
demostro la presencia de adenopatias paratraqueales derechas y paraesofagicas de hasta 2 cm de
diametro, no visibles en la Rx de térax. En consecuencia, el cultivo fue positivo en el 5.4% de los nifios
catalogados clinicamente de infeccién TBC sin enfermedad (8.3% al excluir a los nifios no ingresados o en
tratamiento TBC).

La sensibilidad del cultivo en el diagnostico de TBC activa, recogiendo varias muestras por paciente, fue
del 32.6% y del 36.6% al excluir a 5 nifios en tratamiento antituberculoso. El tnico factor relacionado de
manera significativa con un cultivo positivo fue la alteracion del parénquima pulmonar en la Rx de térax
respecto de los que presentaron derrame pleural o adenopatia hiliar o mediastinica sin infiltrado pulmonar
(p = 0.003) (tabla 3). Otras caracteristicas se asociaron con un rendimiento del cultivo de al menos el 40%
(tabla 4). El estar ingresado cuando se recogié la muestra clinica no aumentd significativamente la
sensibilidad del cultivo (37.1% vs. 33.3%).

TABLAZ. Resultados de la baciloscopia y el cultivo considerando el patrin
radiolagico en 41 nifios con TBC clinicamente activa y 34 nifios con
infeccion TBC.*

n  Baciloscopia+ (%) Cultivo+ (%)

Paréncuima pulmonar afectado 23 5027 13 (56.5%)

Infittracha pulmonar ey 4 [19%) 11 (52.4%)

Caverna 1 1 (100%) 1 (100%)

hilizr 1 n 1 (100%)
Derrame pleural = 0 0
Adenopatia hilsr o mediastinica sin infitrado pulmonar 13 1] 2 [15.4%)
Infeccion TBC (Rx de tdrax normal) 34 0 2 (5.9%)

* Excluidos del analiziz los pacientes en tratamiento anttuberculoso.
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TABLA4. Resultados del cultivo en 41 nifios con TBC
clinicamente activa considerando factores
clinicos y epidemiolagicos. *

n Cultivo+ (%) p**

Sirtomatico 30 12 [40%) 0.36
Edad menor de 2 afios 11 5 (455%) 0.36
Fuerte de contagio identificada H 13 (41.9%) 019
Conviviente como fuente de contagio 28 13 (46.4%) 0.o0s
Tuberculing =17 mm 19 8 421%) 033
Ingresado 35 13 (3T 0E2

* Excluidos del analiziz loz pacientes en tratamiento anttuberculoso,
#Nalor de prespecto de oz gue no tienen esta caracteristica.

El nimero de resultados positivos también fue analizado teniendo en cuenta el orden en la recoleccién del
jugo gastrico. La baciloscopia y el cultivo fueron positivos con mas frecuencia en tan sélo una de las tres
muestras (tabla 5). Tres de los 6 nifios (50%) diagnosticados por microscopia directa tuvieron resultado
negativo en la muestra tomada el primer dia y positivo en las del segundo o tercer dia. Respecto del cultivo,
siete de los 17 nifios (41.2%) diagnosticados se beneficiaron de la recoleccion de varias muestras clinicas
por paciente, ya que tuvieron cultivo negativo en la primera recoleccién y positivo en las muestras tomadas
en segundo (n = 5) o tercer lugar (n = 2).

TABLAS. Namero de muestras positivas obtenidas en cada nifio por
la baciloscopia o el cultivo.

Ho. de nifios con resultados Ho. de muestras positivas en cada nifio (%)
positives en los diferentes test 1de3 2de 3 e
Bacilozcopia pozitiva (n=E6) 4 [B6.7%) 1016.79%) 1 (16.79%)
Cuttivo positivo (n=171 11 (64.7%E) 2011.8%) 4 [23.5%)

DISCUSION

El diagnéstico de TBC en la infancia con frecuencia es clinico. Para ello se valoran datos clinicos,
radiologicos y epidemioldgicos en presencia de una reaccion tuberculinica posmva % Es dificil conseguir un
diagnostico microbiolégico mediante examen directo o cultivo debido a que, habitualmente en los nifios, la
enfermedad se presenta de modo paucibacilar. Ademas, ante la dificultad de obtener esputo, se recurre a
la blsqueda del bacilo en el jugo gastrico para recolectar las secreciones pulmonares deglutidas durante la
noche. También se ha referido como causas del bajo rendimiento la dificultad del M. tuberculosis para
sobrevivir en el ambiente acido del jugo gastrico y los métodos de procesamiento y descontaminacién de la
muestra clinica antes de ser cultivada.® Sin embargo, la obtencién de lavado broncoalveolar en nlnos no
parece aumentar la sensibilidad diagndstica respecto de las muestras seriadas de jugo gastrico. ‘La
rentabilidad del examen dlrecto deI frotis de jugo gastrico en nifios con tuberculosis es muy baja,
generalmente menor del 10%.>° En este estudio la sensibilidad fue del 13%, incluyendo a un nifio con una
caverna y dos con afectacion endobronquial. La implicacion bronquial tras el contacto con una adenopatia
tuberculosa favorece el paso de gérmenes al bronquio y su aislamiento en muestras clinicas. Ademas, la
toma de varias muestras por paciente contribuyo al diagnéstico de 3 nifios que tuvieron la primera muestra
con baciloscopia negativa, pero positiva alguna de las demas.

Hay que destacar que tres nifios sin tuberculosis tuvieron baciloscopia positiva. En otros estudios se ha
referido la posibilidad de falsos positivos del examen directo debido a la presencia de micobacterias
saprofitas en el jugo gélstrico,lo'll mientras que otros autores la consideran una técnica completamente
especifica de enfermedad tuberculosa. 1215 En cualquier caso, la posibilidad de falsos positivos obliga a
corroborar siempre el resultado de la baciloscopia con el cultivo y con la historia clinica del paciente.

El rendimiento del cultivo en jugo gastrico oscila entre el 25% y 50% >7.16- 20 y €s mayor en lactantes.?
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La recoleccion de varias muestras en los paciente de este estudio fue fundamental para el diagnéstico de

7 nifios con tuberculosis. El tipo de lesion radioldgica se asoci6 significativamente con el resultado del
cultivo, ya que los nifios con alteracion del parénquima pulmonar tuvieron cultivo positivo con méas
frecuencia que quienes presentaban derrame pleural o adenopatias sin infiltrado pulmonar. Otros factores,
tales como ser sintomatico, edad menor de 2 afios, tuberculina superior a 17 mm, identificar la fuente de
contagio y que ésta fuera un familiar conviviente, se asociaron también con mayor sensibilidad del cultivo,
lo cual corrobora estudios previos.zo'22 No se apreciaron diferencias entre las muestras del jugo gastrico
tomadas con el paciente ingresado o ambulatorio, si bien sélo se estudiaron 6 pacientes no ingresados con
TBC activa y uno tenia una caverna por lo que no es posible extraer conclusiones.

En un estudio reciente no se apreciaron diferencias significativas entre el rendimiento del cultivo en jugo
gastrico de los nifios que ingresaron (48%) respecto de los no ingresados (37%).22 Si estos datos se
confirmaran, la recoleccién del aspirado gastrico de manera ambulatoria podria reducir los inconvenientes y
los costos de la hospitalizacion.

A pesar de su baja sensibilidad, la toma de muestras para cultivo en nifios con TBC puede ser de gran
importancia para estudiar el patron de sensibilidad del M. tuberculosis a los distintos farmacos
antituberculosos.”® Si bien se puede utilizar como guia el patron de sensibilidad de la cepa del adulto que lo
contagio, con frecuencia no se conoce previamente la fuente de contagio o si tendra cultivo positivo.°
Ademas, no siempre coincide el patréon de sensibilidad en el nifio y en su supuesta fuente de
contagio.?’?*?* Todo ello aconseja la recoleccién de muestras en nifios con TBC, al menos cuando existe
riesgo de resistencia a farmacos antituberculosos.

Un factor limitante del cultivo en la practica clinica es el tiempo de obtencién del resultado, que para
nuestros pacientes resulté de 42 dias de media. Los nuevos sistemas automatizados disminuyen el tiempo
de crecimiento a 2-3 semanas, pero no aumentan la sensibilidad. La utilizacion de la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) para amplificar una secuencia de ADN del M. tuberculosis puede aumentar la
sensibilidad*?>?’ y su resultado se obtiene en 1-2 dias. Un estudio de nuestro grupo en 117 nifios remitidos
por sospecha de tuberculosis comunicé una sensibilidad de la PCR del 61.3%.“” Sin embargo, cuando
evaluamos una PCR comercializada, la sensibilidad disminuy6 y aparecieron falsos positivos.29 Por tanto,
ante la posibilidad de que la PCR presente falsos positivos y falsos negativos, deberia reservarse para
casos dudosos o urgentes en laboratorios con experiencia.

Un hallazgo importante de este estudio fue la presencia de cultivos positivos en dos nifios clasificados
clinicamente de infeccién TBC sin enfermedad. En uno de ellos, al realizar tomografia computarizada se
descubrieron adenopatias mediastinicas que habian pasado desapercibidas en la Rx de térax. En otros
estudios de nuestro grupo, ya habiamos puesto de manifiesto que mas de la mitad de los nifios clasificados
como infeccién TBC sin enfermedad tienen adenopatias mediastinicas al realizarse TC y que en éstos se
podia detectar actividad microbiolégica mediante PCR.?#% Estos hallazgos muestran lo artificial de la
distincién entre infeccion y enfermedad primaria en la infancia, por ser fisiopatolégicamente partes de una
accion continua. Sin embargo, no existen estudios que determinen si los nifios asintomaticos y con Rx de
térax normal, pero con adenopatias en la TC o con actividad microbiolégica revelada por cultivo o PCR,
deben ser clasificados y tratados como infeccion o como enfermedad TBC.* En conclusion, la baciloscopia
y el cultivo son poco sensibles en las muestras de jugo gastrico de nifios con tuberculosis. La tincién directa
es un método rapido pero poco especifico y el cultivo requiere varias semanas; pese a ello pensamos que
son pruebas de obligada realizacién en nifios con sospecha de tuberculosis, pues pueden ser de ayuda
inestimable para el clinico y aportan informacion sobre la sensibilidad a farmacos. Algunos nifios con
infeccion TBC sin enfermedad aparente presentan cultivo positivo, y las causas podrian ser adenopatias
mediastinicas no visibles en la Rx de térax. Sin embargo, el significado clinico o la actitud terapéutica en
estos nifios con adenopatias descubiertas por TC y en las que a veces se detecta actividad microbioldgica
no estan claramente establecidos y se requieren de estudios adicionales.
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€ DESTACAN LOSLOGROSALCANZADOSEN EL CONTROL DE LA
MALARIA

Dr. Carlos Catéo Prates Loiola

Especialista en Salud Publica y en Malaria; Escola Nacional de Saude Publica — FIOCRUZ.
Profesional del Area de Enfermedades Transmisibles y no Transmisibles de la Organizacion
Panamericana de la Salud en Brasil.

Ultimo trabajo publicado: Controle da malaria no Brasil: 1965 a 2001, Revista Panamericana de
Salud Publica 11(4):235-244, 2002.

Brasilia, Brasil (especial para SIIC)

La incidencia de la malaria se ha reducido en Brasil en los Ultimos afios, como consecuencia de la
implementacion de nuevos programas de control, en el marco de la iniciativa Roll Back Malaria de la
Organizacion Mundial de la Salud. El doctor Carlos Catdo Prates Loiola destaco estos logros en una
entrevista exclusiva con SIIC.

El doctor Carlos Catdo Prates Loiola es especialista en malaria, y se desempefia en el Area de
Enfermedades Transmisibles y no Transmisibles de la representacion en Brasil de la Organizacion
Panamericana de la Salud. Ademas, es miembro del Comité de Pesquisas do CENEPI/FUNASA, y del
Comité Técnico Assessor para o Programa de Controle da Malaria. Ha publicado numerosos trabajos de
investigacion, en la Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, en la Revista do Instituto de
Medicina Tropical de S&o Paulo, y en la Revista Panamericana de Salud Publica, entre otras.

De acuerdo con el experto, los progresos logrados en el control de la malaria hasta el afio 2000 fueron

modestos, debido a que las acciones iniciadas no fueron sostenidas. En 2000 se lanz6 un programa
intensificado, en el marco de la iniciativa Roll Back Malariade la OMS.

Entre 1998 y 1999, explicé el investigador, se registré un aumento del 34% en el nimero de casos en la
region amazonica. El programa se inicié con el objetivo de reducir en un 50% el nimero de casos para el afo
2001, y en un 50% la mortalidad, en 2002. Hasta el momento, los datos estadisticos muestran que, en 2001,
el nimero de casos se redujo en un 39%.

El doctor Carlos Catédo Prates Loiola explicé estas observaciones en un didlogo exclusivo con SIIC.
SIIC: Qual é a epidemiologia (atual e no passado) da maléaria no Brasil?

Dr. Carlos Catao Prates Loiola: Em cerca de 80% do territério brasileiro ha possibilidade de transmissao da
malaria, pela presenca do vetor. Na década de 1940 estimou-se a incidéncia em 6 000 000 de casos por
ano. Este nimero foi gradativamente sendo reduzido gracas ao controle da doenca, chegando a 52 000
casos ao final dos anos 1960.

A partir dai, a incidéncia da malaria se concentra na regido amazonica (99.7%), onde se distribui de forma
heterogénea em fungcdo de movimentos populacionais. Nos Ultimos anos o nimero de casos cresceu
chegando em 1999 ao apice de 630 985 casos.

Entretanto, em 2001 apresentou uma reducdo de 39% com o registro de 383 654 casos

SIIC: Quais programas, € com quais caracteristicas, foram desenvolvidos desde 1965 para enfrentar
esta enfermidade?

C.C.P.L.: Em 1965, a Campanha de Erradicagao da Maldria, com caracteristicas fortemente verticalizadas,
com énfase ao combate ao mosquito vetor e que durou até 1982. De 1982 a 1992 varias iniciativas de
controle foram empregadas.
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Em 1992 implanta-se o Controle Integrado da Malaria com énfase no diagndstico e tratamento precoces,
porém ainda de forma centralizada. A partir de 2000 o controle integrado passa a ser horizontalizado com
planejamento, organiza¢&o, execugao e avaliacéo pelos niveis municipais ou estaduais e com o0 apoio
técnico e financeiro do governo federal.

SIIC: Poderia descrever o programa desenvolvido como parte da iniciativa de Roll Back Malaria da
OMS?

C.C.P.L.: A partir de 2000 houve mobilizagao politica e social e articulagao intersetorial como preconiza a
iniciativa de Roll Back Malaria (RBM). Dentro da iniciativa de RBM estéo previstas a¢des de mobilizagédo
politica e social, articulacao intra e intersetorial e cooperacao entre paises em areas de fronteira.

Programa brasileiro tem caminhado neste sentido. O plano elaborado, na sua fase de construcdo, teve uma
ampla participagdo de todos os setores técnicos e politicos dos trés niveis de governo.

No seu langamento contou com o apoio e a presenca fisica do Senhor Presidente da Republica, que
anunciou o inicio da operagao e contou, ainda, na ocasido com as presencas dos Senhores Ministros da

Saude, do Meio Ambiente e da Reforma Agraria, dos Presidentes do IBAMA e do INCRA e de todos os
Governadores de Estado da Regido Amazonica.

Estava, assim, incluida na agenda politica dos Governos Federal e Estaduais o Controle da Malaria como
uma prioridade a ser enfrentada. Além disto o programa tem conseguido articular-se com outras areas dentro
do Ministério da Saude, veja o exemplo da inser¢cdo do mesmo dentro do Departamento de A¢bes Basicas
de Salde, DAB/MS, nos programas de Agentes Comunitarios de Saude, PACS, e Programa de Salde da
Familia, PSF. Também tem alcancado a articulagdo com outros setores fora do MS, como por exemplo com
o Instituto Nacional de Colonizagdo e Reforma Agréria, INCRA, e o Instituto Brasileiro de Meio Ambiente,
IBAMA, e tem patrocinado uma série de reunides entre paises para intercambio da cooperagéo técnica em
areas estratégicas e de fronteira.

SIIC: De que forma esta nova iniciativa resolveu as deficiéncias de programas anteriores?

C.C.P.L.: Através do fortalecimento das estruturas locais e permanentes de saude, com garantia de repasse
automatico de recursos financeiros, com periodicidade mensal e com uma visdo epidemiolégica local que
permite avaliar, com muito mais rapidez e eficiéncia as situacdes locais de transmissédo e uma definicdo das
medidas mais adequadas de controle.

SIIC: Como se planeja continuar com este programa?

C.C.P.L.: Consolidando o processo de descentralizacéo, transformando o programa de controle em atividade
integrada e regular dos servi¢cos permanentes de saude. Este processo foi pactuado entre os trés niveis de
governo.

A politica de salde do Brasil esta regulamentada em Lei, consta da Constituicdo Federal e tem muito
claramente definidas as responsabilidades e atribuig6es de cada nivel de governo — Federal, Estadual e
Municipal -. Desta forma, o que se pretende é fazer cumprir a lei, inserindo definitivamente o Controle da
Maléaria no Sistema Unico de Saide — SUS. As medidas concretas planejadas para garantir a continuidade
das acdes de controle da malaria estdo baseadas na descentralizagcao do planejamento, organizacéo e
execucao das acgles pelos servigos permanentes de saude e equipes moéveis de agentes de controle de
endemias, agentes comunitarios de salude e equipes de saude da familia.

Um outro elemento importante é a garantia da transferéncia regular e automatica de recursos financeiros do
Governo Federal, independentemente de convénios, para Estados e Municipios. Da mesma forma esta
estabelecido o papel do Governo Federal no apoio técnico e no fornecimento de insumos basicos para
tratamento, diagndstico e controle de vetores.
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SIIC: Quais resultados esperaria obter nos proximos anos? Cré que a erradicacdo da malaria € um
objetivo alcangavel?

C.C.P.L.: Espera-se reduzir ainda mais a incidéncia da doenca, particularmente dos casos produzidos por
Plasmodium falciparum e, consequentemente a gravidade da doenga e o nimero de ébitos. Além disto,
espera-se interromper a transmisséo da malaria em areas urbanas da regido amazénica. Foi pactuado, entre
0s trés niveis de governo, uma redugéo de 20 a 30% o numero de casos da doenca para 2002 em relagdo a
2001. Com relacéo a erradicagcdo ndo nos parece um objetivo alcancavel a curto e médio prazos nas areas
rurais da regido amazonica brasileira.

O programa de controle da malaria no Brasil tem diferentes objetivos de acordo com a situacéo
epidemioldgica atual. Nas areas endémicas: interrupg¢édo da transmissao em areas urbanas; redugéo da
incidéncia em &reas rurais com populacéo estavel; controle de epidemias em &reas rurais com populagéo
instavel; reducéo da gravidade dos casos e da letalidade por malaria por meio de diagndstico e tratamento
oportuno e adequado. Nas areas da Exta-Amazonia: prevenir, detectar e controlar, precocemente, focos de
transmissao introduzida; evitar a mortalidade por malaria com diagnostico imediato e tratamento adequado.

Si bien el objetivo de erradicar la malaria no podra alcanzarse en los préximos afios, el doctor Carlos Catao
Prates Loiola destaca los logros obtenidos hasta el momento por los programas de control de esta
enfermedad en Brasil.
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