Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Faculdade de Medicina

Programa de Pés-Graduaciao em Ciéncias Pneumologicas

TESE

Relacio entre ingestao alimentar, estado nutricional e produtos de glicacdo avancada (AGESs)

em pacientes com tuberculose ativa

Livia Fontes da Silva

Porto Alegre, 2017



Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Faculdade de Medicina

Programa de Pés-Graduaciao em Ciéncias Pneumologicas

Relacio entre ingestao alimentar, estado nutricional e produtos de glicacdo avancada (AGESs)

em pacientes com tuberculose ativa

Livia Fontes da Silva

Tese apresentada como requisito parcial para a obtencao do titulo de

Doutora em Ciéncias Pneumologicas, a Universidade Federal do

Rio Grande do Sul, Programa de P6s-Graduagdo em

Ciéncias Pneumologicas.

Orientadora: Prof®. Dra. Denise Rossato Silva

Porto Alegre, 2017



Catalogacao Biblioteca FAMED/HCPA

Silva, Livia Fontes da

Relacdo entre ingestdoc alimentar, estado
nutricional e produtos finais de glicagio avancada
(AGEs) em pacientes com tuberculose ativa / Livia
Fontes da Silva. -- 2017.

65 L.

Orientadora: Denise Rossatc Silwva.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Faculdade de Medicina, Programa de Pos-
Graduagio em Ciéncias Pneumoldégicas, Porto Alegre, BR-
RS, 2017.

1. Tuberculose. 2. Produtos finais de glicacgac
avangada (AGEs). 3. Receptor de produtos finais de
glicagdo avangada (RAGE). 4. Estado nutriciomal. 5.
carboxi-metil-lisgina. I. Silwva, Denise Rossato,
orisnt. IT. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragdo Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados formecidos pelo(a) autor(a).




DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos meus pais, Vera e Gilvan, pelo apoio, incentivo
e amor incondicional durante todos os momentos da minha vida;

e ao meu filho, Davi, que ¢ a razao pela qual tudo vale a pena.



AGRADECIMENTOS

A meus pais, por me ensinarem a enxergar nos desafios que a vida apresenta, sempre uma forma de

crescer pessoal e profissionalmente...

Ao meu namorado, Marcus, pela parceria, apoio e incentivo...

Aos colegas do laboratdrio, Michael, Fernanda e Jefferson, que com paciéncia, carinho e apoio,

contribuiram para as analises dos dados e todo o processo antes delas...

A minha professora orientadora, Denise Rossato Silva, por ter me incentivado e apoiado na

elaboragdo do trabalho, acreditado que seria possivel e por todo o carinho ao longo desses 4 anos...

As colegas do grupo de pesquisa, principalmente a Erika e a Téssia, pela parceria e incentivo...

A todos, muito obrigada!



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS . ...ttt sttt st ettt e e s e 8

LISTA DE TABELAS . ..ttt et ettt ettt e be e st e e b e saaeebeens 10
RESUMO ...ttt ettt h e et e b e s e bt e bt e s ab e e bt e s aaeebeesateebeesaneenbeens 11

ABSTRACT ..ottt ettt e b e et e e bt e e et e et e e eab e e bt e sabeenbeesabeenbeenaee 12
1. REVISAO DA LITERATURA . ......oooiiiieeeeeeeeeeeee e, 13
L.1. TUBERCULOSE. ...ttt ettt ettt ettt et e s bt e et esateebeesaeeenneen 13

L1 1. DOINIGAO. ... ittt e e et e e e ettt e e e e etae e e e eeataeeeeaareeeeeaataaeeeearaeeeans 13

L O 23T £S5 30D () (0 T - PR 14
1.1.2.1. Epidemiologia N0 MUNAO.........ceieiiiiiiiiiieeiie ettt et eeaae e saae e e e e easeeeennes 14
1.1.2.2. Epidemiologia N0 Brasil.........ccccuieiiiieiiiiiciiicce ettt 14
1.1.2.3. Epidemiologia no RS € em Porto AlEgIe.........ccovuiiieiiiiiiiieciie et 16
L O O o 1 Yol L] USSR 17
O O B T3 T 1) 4 Lo o TSRS 20
1.1.4.1. SINAIS © SINTOMMAS. ...eutietititieniieeteerite et et e et e steeeabeesbeesabeebeesabeebeesabeenbeesabeenbeesateenbeesaeeanseas 20
1.1.4.2. Diagnostico MICTODIOIOZICO. ... ..eiiiuiiieiiieeiiieeiie ettt e et e e erae e saee e enreeeenns 20
1.1.4.3. D1agnostiCo radiOlOZICO. ....ccuviieiuiieeieiieeiieeeeiieeeiee e e et et e e e et e e s aaeesebeeeenseeessseeensseeennns 21
1.1.5. Tratamento da TUDEICULOSE. ......cccuuiiiiiiiiiiie ettt et 22
1.1.5.1. Esquema basico de tratamento............c.eeeruviieriueeeniieesieeesteeeieeeesereeeseeesseeesseeessseeessseeeseens 22
1.1.6. Estado nutricional na TUbErCUlOSE. .......cc.ceiiiiiiiiiiiiiieie e 23

1.1.7. Produtos de finais glicacao avangada..............ceeueieriieeniieeiiee et 25
1.1.8. Receptor de produtos finais de glicagdo avangada............ccceeeeviieeiiieeeniieeiee e 30
1.1.9. Papel dos AGEs e seus receptores nas doencas pulmonares............ccceeeeveeerveeerieeeseeeseveeennnes 32

1.1.10. Papel dos AGEs e seus receptores na Tuberculose...........cccvveeriieeiiieeniiieeciieeee e 34



2. JUSTIFICATIV A ...ttt ettt et et 37

3L OBIETIVOS. ..ttt et ettt et e s e s 39
UL GERAL. ..ttt et 39
3.2, ESPECIFICO........ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 39
4. REFERENCIAS.......oooooeeeee et n s 40
5. ARTIGO EM INGLES ..ottt 47

5.1. Advanced glycation end products (AGE) and receptor for AGE (RAGE) in patients with active
tuberculosis, and their relationship between food intake and nutritional status......................... 47
6. CONCLUSAD. ...ttt 63

7. CONSIDERACOES FINAIS......oootiuiieeiieeieeeeeeteee e stesas st senas s 64



LISTA DE ABREVIATURAS

AGES= Produtos finais de glicagao avangada
BAAR= Bacilo Alcool-Acido Resistente
BK= Bacilo de Koch

CMB= Circunferéncia do musculo do brago
CML= Carboxi-metil-lisina

CRS= Coordenadorias Regionais de Satude
DM= Diabetes Mellitus

DPE= Desnutri¢ao proteico-energética
DPOC= Doenga pulmonar obstrutiva cronica
EN= Estado nutricional

esRAGE= Forma endo6gena do receptor de produtos finais de glicagao avangada
HIV= Virus da imunodeficiéncia adquirida
HMGBI1= Grupo box 1 de alta mobilidade
IL= Interleucina

IMC= Indice de Massa Corporal

INF-y= Interferon vy

iINOS= Enzima 6xido nitrico sintetase induzida
MG= Metilglioxal

Mtb = Mycobacterium tuberculosis

NF-kB= Fator nuclear kB

NO= Oxido nitrico

OMS= Organizagdo Mundial da Saude

PPD= Purified Protein Derivative (derivado proteico purificado [teste de Mantoux])



RAGE= Receptor de produtos finais de glicagdo avangada

RNIs= Intermedidrios reativos de nitrogénio

sRAGE= Forma soltuvel do receptor de produtos finais de glicagcao avancada
SR= Sintomatico Respiratorio

TB= Tuberculose

TDO= Tratamento Diretamente Observado

TGF = Fator B transformador do crescimento

TNFo/p= Fator de necrose tumoral o/



LISTA DE TABELA

Table 1. Comparison between cases and controls

10



11

RESUMO

Introducio: O receptor para produtos finais de glicacdo avancada (RAGE) ¢ expresso nos pulmodes
saudaveis e esta aumentado durante a inflamacao ¢ infec¢do. A interagao entre AGEs e RAGE sobre
a membrana plasmatica provoca o estresse oxidativo e a apoptose em células do pulmao. O objetivo
deste estudo foi avaliar os niveis plasmaticos de AGEs ¢ sSRAGE em pacientes com TB ativa e
controles saudaveis e investigar a sua relagdo com a ingestao de alimentos e o estado nutricional.
Métodos: estudo caso-controle. AGE (carboxi-metil-lisina, CML) e sSRAGE foram medidos por
ELISA. A avaliagao nutricional foi realizada pelo indice de massa corporal, a espessura da prega
cutanea tricipital, a circunferéncia do brago, a circunferéncia muscular do braco, analise de
impedancia bioelétrica e questionario de frequéncia alimentar. Resultados: 35 pacientes com TB e
35 controles foram incluidos no estudo. A média dos niveis de SRAGE foram mais elevados em
pacientes com TB do que em controles (68,5 £ 28,1 pg/mL vs 57,5 + 24,01 pg/mL, p=0.046). Entre
os casos que eram fumantes, niveis inferiores de SRAGE foram associados com a mortalidade
(niveis de sSRAGE=58,0 + 36,5 pg/mL [ndo sobreviventes] vs 71,3 £ 25,6 1pg/mL [sobreviventes],
p=0.006) , e com a perda de peso (niveis SRAGE=65,6 + 27,4 pg/mL [perda de peso] vs 98,6 = 16,7
pg/mL [sem perda de peso], p=0.034). Nao houve diferenca estatisticamente significante nos niveis
séricos de CML ¢ no conteido de CML da dieta entre casos e controles. A desnutricao foi mais
frequente nos casos que nos controles, mas nao houve correlagdao entre os parametros nutricionais €
os niveis de CML e sSRAGE. Conclusdes: pacientes com TB tiveram maiores niveis de SRAGE que
controles. SRAGE pode desempenhar um papel nas manifestagdes e desfechos da doenca, sendo

associado a perda de peso e mortalidade.

Palavras chaves: tuberculose, produtos finais de glicacdo avangada, receptor de produtos finais de

glicacdo avangada, RAGE, AGE, carboxi-metil-lisina
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ABSTRACT

Introduction: The receptor for advanced glycation end products (RAGE) is expressed in normal
lungs and is upregulated during inflammation and infection. The interaction between AGEs and
RAGE on the plasma membrane causes oxidative stress and apoptosis in lung cells. The objective
of this study is to evaluate AGEs and sRAGE plasma levels in patients with active TB and healthy
controls, and to investigate their relationship with food intake and nutritional status. Methods:
Case-control study. AGE (carboxymethil lysine, CML) and sRAGE were measured by Elisa.
Nutritional assessment was performed by body mass index, triceps skin-fold thickness, mid-arm
circumference, mid-arm muscle circumference, bioelectrical impedance analysis, and food
frequency questionnaire. Results: 35 TB patients and 35 controls were included in the study. The
mean sSRAGE levels were higher in TB patients than in controls (68.5 = 28.1 pg/mL vs 57.5 + 24.0
pg/mL, p=0.046). Among cases that were current smokers, lower SRAGE levels were associated
with mortality (SRAGE levels=58.0 = 36.5 pg/mL [non-survivors] vs 71.3 £ 25.6 pg/mL
[survivors], p=0.006), and with weight loss (SRAGE levels=65.6 = 27.4 pg/mL [weight loss] vs
98.6 £ 16.7 pg/mL [no weight loss], p=0.034). There was no statistically significant difference in
CML levels and diet CML content between cases and controls. Malnutrition was more frequent in
cases than in controls, but there was no correlation between nutritional parameters and CML or
SRAGE levels. Conclusions: TB patients had higher SRAGE levels than controls. SRAGE may play

a role in disease manifestations and outcomes, being associated with weight loss and mortality.

Keywords: tuberculosis; advanced glycation end products; receptor for advanced glycation end

products; RAGE; AGE; carboxymethyl lysine.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. Tuberculose

1.1.1. Defini¢ao

A tuberculose (TB) ¢ uma doenca infecciosa causada pelo bacilo Mycobacterium
tuberculosis (Mtb). Ele geralmente afeta os pulmdes (TB pulmonar), mas também pode atingir
outros orgdos (TB extrapulmonar) (1), como o sistema nervoso central, linfatico, circulatorio,
genito-urinario, ossos ¢ articulagdes (2). A doenca ¢ transmitida quando pessoas que estdo com TB
pulmonar expelem goticulas transformadas em aerosséis por tosse, espirro ou fala. Essas
permanecem suspensas no ar € penetram nas vias respiratérias terminais ao serem inaladas (3). No
geral, uma proporcao relativamente pequena (5-15%), dos 2 a 3 bilhdes de pessoas infectadas com
Mtb irao desenvolver TB durante a sua vida (1).

Muitas pessoas infectadas com Mrb desenvolvem a TB latente, isso ocorre quando a
infeccdo ¢ contida pelo sistema imune, permanecem bem e ndo apresentam qualquer sinal ou
sintoma clinico da doenca. Em resposta a infecgdo, células do sistema imune formam no pulmao
granulomas tipicos, que aprisionam as bactérias (2).

A TB ativa ocorre quando a infeccdo ndo ¢ mais contida pelo sistema imune, e pode
acontecer a qualquer tempo apos a infec¢ao. A taxa de conversdo do estado latente para a TB ativa
estd em torno de 5% a 10% em uma populacio saudavel, mas este pode subir para cerca de 50% em
pessoas com comprometimento grave do seu sistema imunoldgico, como ocorre com o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (2).

Sao considerados fatores de risco para TB: a infec¢dao pelo HIV, o status imunologico do

paciente, suscetibilidade genética a doenga, idade, neoplasias, diabete melito (DM), insuficiéncia
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renal cronica e outras doengas pulmonares, como a silicose (3). O curso da doenga depende da

influéncia do sistema imune do hospedeiro no combate a infec¢ao causada pelo Mtb (4).

1.1.2 Epidemiologia

1.1.2.1 Epidemiologia no Mundo

A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) aponta que no mundo, 10,4 milhdes de pessoas
tiveram TB em 2015, ¢ mais de 1 milhdo morreram por conta da doenca. Esses resultados
configuram a TB como um grave problema de satide publica, salientando-se que a OMS a
reconhece como a doenca infecciosa de maior mortalidade no mundo, superando o HIV e a malaria
juntos (5).

Em 2014, durante a Assembleia Mundial de Saude, ocorreu aprovagdo de uma nova
estratégia global para enfrentamento da doenga, com metas para acabar com a TB como um
problema de saude publica até o ano de 2035, sendo elas: reduzir o coeficiente de incidéncia para
menos do que 10 casos/100 mil hab. e reduzir o nimero de dbitos por TB em 95% (6). Trata-se da

Estratégia pelo Fim da TB, que tem como visdao “Um mundo livre da TB” (5).

1.1.2.2 Epidemiologia no Brasil

No Brasil, o Ministério da Saude criou o Plano Nacional pelo Fim da TB como problema de
saude publica no pais até o ano de 2035, tracando estratégias e criando indicadores epidemiologicos
€ operacionais para o monitoramento do progresso das acdes empregadas (5).

Fazem parte dos indicadores epidemiologicos: o coeficiente de incidéncia de TB (todas as
formas)/100 mil hab. e o coeficiente de mortalidade por TB/100 mil hab. Dentre os indicadores
operacionais, cabe destacar: a propor¢cdo de casos novos pulmonares confirmados por critério

laboratorial, a propor¢ao de realizacao de cultura de escarro entre os casos de retratamento de TB
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pulmonar, a propor¢ao de casos novos de TB pulmonar que realizaram o tratamento diretamente
observado (TDO), a propor¢ao de cura de casos novos de TB pulmonar com confirmagao
laboratorial e a propor¢cdo de abandono de tratamento de casos novos de TB pulmonar com
confirmacao laboratorial (5).

Em 2016, foram diagnosticados e registrados 66.796 casos novos ¢ 12.809 casos de
retratamento de TB no Brasil. No periodo de 2007 a 2016, o coeficiente de incidéncia da doenca
apresentou uma variacdo média anual de -1,7%, passando de 37,9 casos/100 mil hab. em 2007 para
32,4 casos/100 mil hab. em 2016 (5).

O pais possui elevada variabilidade entre as Unidades da Federacao (UF) quanto ao risco de
adoecimento por TB: de 10,5 casos/100 mil hab., no Distrito Federal, a 67,2 casos/100 mil hab. no
Amazonas. Do total de casos novos e de retratamentos registrados no pais, 24.703 (37%) e 5.755
(45%) residiam nas capitais, respectivamente. De forma semelhante a distribuicdo do risco de
adoecimento entre as UF, as capitais apresentam riscos heterogéneos, com coeficientes de
incidéncia variando de 10,5 casos/100 mil hab. em Brasilia a 93,2 casos/100 mil hab. em Manaus
(5).

O coeficiente de mortalidade por TB no Brasil apresentou reducao de 15,4% no periodo de
2006 a 2015, passando de 2,6 casos/100 mil hab. para 2,2 casos/100 mil hab. Apesar dessa reducao,
em 2015, o Brasil ainda registrou 4.543 6bitos por TB e, também nesse mesmo ano, os estados do
Rio de Janeiro (5,0 casos/100 mil hab.), de Pernambuco (4,5 casos/100 mil hab.), do Amazonas (3,2
casos/100 mil hab.) e do Para (2,6 casos/100 mil hab.) apresentaram os maiores riscos para o 0bito
por TB. No que se refere as capitais, os municipios que apresentaram os maiores riscos de morte
por TB foram Recife/PE (7,7 casos/100 mil hab.), Rio de Janeiro/RJ (6,2 casos/100 mil hab.),

Belém/PA (5,1 casos/100 mil hab.) e Salvador/BA (4,0 casos/100 mil hab.) (5).
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1.1.2.3 Epidemiologia no Rio Grande do Sul e em Porto Alegre

O Rio Grande do Sul ¢ dividido em 19 Coordenadorias Regionais de Satde (CRS) e 30
regides de Saude. A 2* CRS engloba as Regides de Saude 9 e 10, tendo como municipios de
referéncia, Alvorada, Viamao, Gravatai e Porto Alegre (7).

Em 2016, no Rio Grande do Sul (RS), observou-se que o coeficiente de incidéncia de todas
as formas de TB foi de 37,5 casos/100 mil hab. E o 6° maior Estado brasileiro, dentre as 26
Unidades Federativas e Distrito Federal, em coeficiente de incidéncia. A taxa de cura de TB
pulmonar bacilifera, estd entre as menores do Brasil, 63,4%; colocando o Estado como o
antepenultimo colocado em cura (5).

O coeficiente de mortalidade foi o 5° maior do pais, com o valor de 2,5 casos/100 mil hab. A
proporcao de casos novos de TB pulmonar confirmados por critério laboratorial foi de 71,5% e a
cultura de escarro entre os casos de retratamento de TB pulmonar foi de 32%, proximos aos niveis
nacionais de 71,6% e 33,6% respectivamente (5).

A taxa de abandono do tratamento, de pacientes com a forma pulmonar bacilifera, foi a
maior do Brasil, em 2016, 16,8% (5). Em 2014 alcangou niveis criticos nas Regides de Saude: 4
(Belas Praias) 27,3%; 10 (Capital/ Vale Gravatai) 22,4% e 30 (Vale da Luz) 22,2% (7). No que
refere ao TDO, onde um profissional de satide observa, pelo menos 3x/semana, a ingestdo da
medicacdo pelo paciente (7), o percentual foi de 17,2% (5).

Porto Alegre esta entre os 15 municipios prioritarios para o enfrentamento da TB, nos quais
a carga da doenca em termos de taxa de incidéncia ¢ maior (7). No ano de 2016 o coeficiente de
incidéncia foi de 80,4 casos/100 mil hab., embora tenha tido uma reducao de 9,5% em relacao a
2015, ainda ocupou o 4° lugar mais alto dentre as capitais. Situagdo similar foi observada com o
coeficiente de mortalidade que foi, em 2016, de 3,9 casos/100 mil hab. apresentando uma redugao
de 13,3% comparada ao ano anterior. Em relacdo a cura de casos novos de TB pulmonar com

confirmacao laboratorial, passou de 58,2% em 2015 para 61,4% em 2016; apesar deste aumento,
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ainda ocupa o 3° lugar em menor taxa de cura em relagdo as capitais. O abandono de tratamento de
casos novos de TB pulmonar com confirmagdo laboratorial foi de 16,3%, apresentando uma
reducdo de 41,6% quando comparado a 2015, mas ainda ocupa o 1° lugar mais alto entre as capitais
(5, 6).

Em 2016, Porto Alegre ocupou o 13° lugar entre as capitais que mais fizeram a confirmagao
por critério laboratorial de casos novos de TB pulmonar, apresentando uma taxa de 77%; em
relagdo a cultura de escarro entre casos de retratamento de TB pulmonar, ficou em 7° lugar, com
uma taxa de 43% e ocupou o 17° lugar no que se refere a casos novos de TB pulmonar que

realizaram o TDO com uma taxa de 15,3% (5).

1.1.3 Patogénese

O bacilo Mycobacterium tuberculosis (Mtb) acompanha a humanidade ha milhares de anos
(8). Foi descrito por Robert Koch, bacteriologista alemado, em 1882, sendo também chamado de
bacilo de Koch (BK) (9). E um bastonete aerdbio obrigatorio que cresce com sucesso em tecidos
com alta concentracdo de O,, como os pulmdes. O Mrb ¢ uma bactéria intracelular facultativa que
infecta células do sistema mononuclear fagocitario, macrofagos, tendo a possibilidade de parasitar
com baixa atividade metabolica, persistindo vidvel por longos periodos (3). Apresenta em sua
parede celular um alto conteudo lipidico, responsavel por importantes efeitos biologicos, como a
formacdo do granuloma. Este ¢ formado por células gigantes, derivadas dos macréfagos, e por
linfécitos T, que tentam conter a disseminagdao do BK (9).

A via de infecgdo tuberculosa ¢, quase sempre, inalatoria (9, 10). Na chegada aos alvéolos, o
Mtb desencadeia uma rapida resposta inflamatodria (10, 11), que resulta em depuracao total da carga
bacilifera. Quando isso ndo acontece, o bacilo comeca a se multiplicar nos focos de inoculagao,
instalando-se uma alveolite exudativa; esta infec¢ao ¢ denominada primoinfecgao tuberculosa (11).

Em geral, de forma tnica e periférica, um dos implantes infecciosos desenvolve-se mais que outros,
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surgindo um cancro de inoculagdo, em geral unico e periférico, sendo chamado de foco de Ghon (3,
9, 11), localizado na maioria das vezes nos lobos médios e inferiores, de tamanho variado. Quando
ocupa todo um lobo pulmonar, da origem a pneumonia caseosa primaria (11).

Do cancro de inoculagdo, os bacilos sao drenados pelos vasos linfaticos atingindo os
ganglios regionais (foco ganglionar), de onde podera ocorrer a disseminagdo hematogénica para
todo o organismo, perdurando por mais tempo que a lesdo parenquimatosa. Essa reagdo ¢ a
principal caracteristica da infec¢do primaria. O complexo formado pelo foco pulmonar, linfangite e
foco ganglionar ¢ chamado de complexo primaério (8, 11).

Geralmente na disseminacdo hematogénica, o processo de defesa, equilibrio
defesa/hospedeiro, ¢ bem-sucedido. A primoinfec¢dao pode ser comprovada pelo teste tuberculinico
(PPD) positivo (viragem tuberculinica), de 2 a 3 semanas ap6s o contagio. Se esse equilibrio ndo
acontece, os bacilos continuam a se multiplicar e instala-se a TB primaria, que resulta da progressao
do complexo pulmonar primario que se desenvolve nos primeiros 5 anos apos a primoinfecgao. O
envolvimento dos pulmdes pode assumir diferentes formas anatomapatoldgicas, incluindo a
pneumonica, a broncopneumonica e a cavitaria (11).

A cooperagao entre macrofagos e linfocitos T funciona como um elemento chave na defesa
contra a infec¢ao pelo Mrb. Os macrofagos e as células dendriticas fagocitam o Mtb, e, depois de
destruir e processar seus componentes, apresentam aos linfocitos seus principais antigenos, que
desencadeiam nos linfocitos a ativagdo, a expansao clonal e a secrecdo de importantes citocinas, que
vao ativar outros macréfagos, permitindo que eles sejam mais eficazes na eliminagao do Mrb. Para
tentar eliminar o Mtb de seu interior, o macrofago usa diversos mecanismos, como a fagocitose por
outros macrofagos mais ativados, que aumentam a expressdao de enzimas, como a 60xido nitrico
sintetase induzida (iNOS), que secreta o radical livre 6xido nitrico (NO), altamente toxico para o

Mith (8).
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Os linfocitos T CD4+ e CD8+ sdo fundamentais na imunidade protetora contra o Mth. As
células CD4+ auxiliares secretam citocinas essenciais para sua eliminagao, enquanto que as CD8+
citotoxicas t€ém um efeito citolitico direto contra o bacilo. As células T CD4+ sdo divididas de
acordo com o padrao de citocinas que secretam. As Thl secretam interleucina (IL)-2, IL-12, IL-18,
fator de necrose tumoral-a (TNF-a), TNF-f e interferon-y (IFN-y). As células Th2 secretam IL-4,
IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13, que induzem a diferencia¢do de linfécitos B, responsaveis pela
imunidade humoral, além de regular negativamente a resposta de Th1(8).

No grupo das que potencializam as defesas do hospedeiro pode-se citar o TNF-a, que induz
os intermediarios reativos de nitrogénio (RNIs) e a necrose de caseificagdo, e o IFN-y, que torna os
macrofagos mais letais para o Mtb. No grupo das que reduzem as defesas contra o bacilo estdo
citocinas que levam a formagdo do fator [ transformador de crescimento (TGF-f), que inibe a
ativacdo do macrofago, a proliferacao de linfécitos T e regula negativamente o IFN-y, TNF-a ¢ a
interleucina-10 (IL-10), que inibem a ativacdo macrofagica, reduzindo as defesas contra o bacilo
9).

O TNF-a ¢ fundamental tanto na prote¢ao quanto na patogenicidade da TB; ¢ secretado por
varios tipos celulares, principalmente por macréfagos ativados. Essencial na formagdo do
granuloma, local onde as agdes bioldgicas se produzem, e tem um efeito pro-inflamatério muito
intenso, contribuindo para as alteragdes sistémicas vistas na doenca (8, 10). Ha indicios que o IFN-y
seja uma das principais interleucinas associadas a resposta protetora durante a infec¢ao por
micobactérias. Aparentemente a [L-4, IL-5 e IL-13 estdo ligadas ao adoecimento por TB e a IL-12 e
IL-18 regularizam o fendtipo da resposta imune para Thl, favorecendo o hospedeiro. Os linfécitos
T CD8+ tém a capacidade de lisar as células infectadas nas lesoes, esterilizando os granulomas (9).

E a poténcia da atividade imune do individuo, definida tanto por codificagdo genética
(resisténcia natural), como por infeccdes tuberculosas anteriores (resisténcia adquirida), ou

determinadas doencas ou situagdes imunossupressoras ou pelo uso de medicagdo
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imunomoduladora, que ird determinar se a infec¢ao sera interrompida ou prosseguird, gerando

doenca. Se controlada, o granuloma pode calcificar, dificultando sua reativacao posterior (9).

1.1.4 Diagndstico

De acordo com a III Diretrizes para TB da Sociedade Brasileira de Pneumologia e
Tisiologia, pacientes com suspeita de TB pulmonar devem ter pelo menos duas amostras de escarro
coletadas para exame micobacteriologico e, quando possivel, a0 menos uma amostra coletada pela
manha. Individuo sintomatico respiratorio (SR) com radiografia de torax sugestiva deve ter cultura
para TB com teste de sensibilidade, solicitada em pelo menos uma amostra de escarro, além da
pesquisa de bacilo alcool-acido resistente (BAAR), sempre que possivel. Pacientes com suspeita de
TB na radiografia de téorax e sem expectoracdo espontdnea devem ser submetidos a indugdao de

escarro (12).

1.1.4.1 Sinais e Sintomas

Na TB primaria (primoinfec¢do), mais comum em criancas, o quadro ¢ frequentemente
assintomatico (3), mas podem ocorrer algumas manifestacdes clinicas, como febre moderada e
vespertina por mais de 15 dias e/ou irritabilidade; tosse; perda de peso e sudorese noturna (12).

Na TB secundaria (poOs-primaria) o quadro classico ¢ tosse, inicialmente seca, apods
produtiva, com expectoragdo mucopurulenta, podendo surgir hemoptise. Além disso, ¢ frequente a

piora do estado geral, fadiga, emagrecimento, palidez, sudorese noturna intensa e febre vespertina

3).

1.1.4.2 Diagndstico Microbioldgico
A Dbaciloscopia direta foi desenvolvida ha mais de 100 anos. As amostras de escarro sao

examinadas sob um microscopio ¢ ¢ observado se a bactéria esta presente. Nas definicdes atuais
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recomendadas pela OMS, apenas um resultado positivo € necessario para o diagndstico de TB
pulmonar com baciloscopia positiva (1). Ela permite a identificacdio de BAAR na amostra de
escarro; com elevado valor preditivo positivo (97%), praticidade e rapidez. Apesar disso, detecta
apenas de 50 a 60% dos casos de TB pulmonar (12, 13).

No Brasil, o padrao ¢ a coloragdo por Ziehl-Neelsen. Devem ser coletadas duas amostras de
escarro espontaneo, uma no momento do atendimento e outra pela manha ao acordar (12).

O tnico teste rapido molecular recomendado pela OMS ¢ o Xpert® MTB/RIF (Cepheid,
Sunnyvale USA). Foi inicialmente recomendado, em 2010, para diagndstico de TB pulmonar em
adultos. Desde 2013, tem sido recomendado também para criangas e formas especificas de TB
extrapulmonar. Este teste tem melhor acuracia que a microscopia (1).

A cultura permite a identificagdo do Mtb e a realizagdo do teste de sensibilidade, além de
aumentar o rendimento diagndstico em 20-40%. Os meios solidos mais recomendados sdo o
Lowenstein-Jensen ¢ o Ogawa-Kudoh. A cultura em meio sélido tem como limitagdo o tempo do
resultado (2-8 semanas). Por isso, quando possivel, deve ser utilizado o meio liquido através de
sistemas automatizados ndo radiométricos (resultados em 10-40 dias) (12).

O teste de sensibilidade tem as mesmas indicacdes da realizacdo da cultura. Os métodos
padronizados utilizados no Brasil sdo: método das proporg¢des, razao de resisténcia e concentragao
absoluta. Alguns laboratdrios de referéncia utilizam sistemas automatizados a partir de culturas
liquidas (BACTEC MGIT 960 System; Becton Dickinson, Sparks, MD, EUA) para reduzir o tempo

do resultado (10 dias) (12).

1.1.4.3 Diagnostico Radioldgico
A radiografia de torax ¢ método diagnostico de grande importancia na investigacao da TB,

junto com a baciloscopia, € o primeiro exame a ser pedido. Apenas 15% dos casos ndo apresentam
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alteracdes. As alteracdes encontradas podem indicar doenca ativa ou pregressa, pelo tipo de
alteracdo e extensao do comprometimento (12).

Alguns achados radioldgicos sdo caracteristicos da TB primaria, e alguns da TB pds-
primaria. As principais alteracdes observadas na TB primaria sdo: opacidades parenquimatosas,
frequentemente unifocais e predominantemente no pulmao direito; linfonodomegalia, observada em
até 40% dos adultos, geralmente unilateral, podendo ser bilateral em até 30% dos casos, sendo as
regides mais comprometidas a regido hilar e a paratraqueal direita; padrdo miliar, s3o pequenas
opacidades nodulares medindo 1-3 mm de diametro e distribuidas de forma simétrica, podendo ser
assimétrica em até 15% dos casos ¢ o derrame pleural, considerado uma manifestacao tardia, em
25% dos casos. Na TB pos-primaria sdo observadas alteracdes parenquimatosas, onde o padrio
classico ¢ a cavidade, unica ou multipla, em média 2 cm de didmetro, localizada preferencialmente
nos segmentos apicais e dorsais; e alteracdes das vias aéreas, em 9-40% dos casos tém

envolvimento bronquico, caracterizado por estenose demonstrada por atelectasia (12).

1.1.5 Tratamento da TB

1.1.5.1 Esquema basico de tratamento

O esquema basico de tratamento, recomendado pelo Programa Nacional de Controle da TB
(PNCT), ¢ indicado para todos os casos novos de TB pulmonar e extrapulmonar (exceto
meningoencefalite), bem como para todos os casos de recidiva e retorno apos abandono (12).

Ele ¢ composto por 4 drogas, na fase intensiva, RHZE (rifampicina, izoniazida,
pirazinamida e etambutol), utilizadas por 2 meses, e 2 drogas na fase de manuten¢do, RH
(rifampicina e izoniazida), utilizadas por 4 meses (12).

A OMS estimula que todos os tratamentos sejam diretamente observados (TDO), onde o

profissional treinado passa a observar a tomada da medicagdo do paciente desde o inicio do
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tratamento até a sua cura. O doente pode ir ao servigo para receber a medicacao ou o profissional do

servigo ir ao domicilio (3).

1.1.6 Estado Nutricional na TB

Em todo o mundo, a deplecao do estado nutricional (EN) ¢ mais comum em pessoas com TB
ativa do que em pessoas sem TB, e a perda de peso, incluindo a perda de massa magra, ¢ um
sintoma bem reconhecido da doenga (2).

Desde o século 19 e inicio do século 20, a TB ja era associada com a “ma-nutri¢do” e a
pobreza. Sabe-se que a relagdo entre os dois fatores ¢ bidirecional (14, 15): o quadro clinico da
doenca leva a desnutri¢ao proteico-energética (DPE) secundaria, com reducdo das proteinas
viscerais e dos indices antropométricos, perda de massa magra e perda de reserva de gordura, além
da ativagdo de citocinas e do metabolismo anormal de proteinas, sendo também um fator de risco
para o desenvolvimento da doenga (14, 15). A DPE prejudica a defesa imunologica mediada pelos
linfécitos T, aumentando o risco especifico para doencas infecciosas (16).

Estudos experimentais demonstraram evidéncias que a deficiéncia proteica prejudica a
resposta imune relacionada ao Mtb pelo prejuizo da producdo de TNF-a e NO pelo pulmao,
aumenta a letalidade da infeccao; interfere na eficacia da vacinagao com uma cepa de Mtb atenuada
e afeta a fung¢ao dos macrofagos, na sua producao de TNF-a e IFN-y (15).

Mudangas na composi¢do corporal no diagnostico de TB estdo bem documentadas pela
antropometria (15). O estudo realizado por Nogueira et al. que avaliou a prevaléncia de DPE em
mulheres com TB, apresentou uma taxa de 61% de DPE, apontando uma forte associacdo com a
TB. Em relacdo a circunferéncia muscular do braco (CMB) apenas 9,7% apresentaram valores
adequados, significando uma perda das reservas proteicas, possivelmente causada pelo aumento do

catabolismo induzido pela doenga (14).
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A desnutri¢ao tem sido referida como um fator de risco para progressdao da infec¢ao da TB
para a ativagdao da doenca, e quando presente no diagndstico inicial, tem sido referido como um
preditor do aumento do risco de morte e reativacdo da doenga (17, 18). Um fator que deve ser
observado ¢ a hepatotoxidade relacionada a desnutricdo em funcdo da diminuicao dos niveis de
glutationa, tornando os pacientes mais vulneraveis aos danos oxidativos, reduzindo o ritmo pelo
qual o figado metaboliza as drogas (19).

O peso normal parece ser protetor contra a TB, e o excesso de peso (Indice de massa
corporal (IMC) > 27kg/m?) pode fornecer uma protecao ainda maior (15). No estudo que avaliou o
impacto do IMC na infeccdo pelo Mth e a progressao da doenca em adultos e criangas, foi
encontrado nos adultos, associacdo entre IMC elevado (> 35kg/m?) e diminuicdo do risco de
desenvolver a TB. Este efeito protetor parece ser especifico para TB pulmonar. Algumas hipoteses
incluem que apds a infec¢do, o aumento da adiposidade promove um estado de laténcia antes da
progressao da doenga; outros que o tecido adiposo modula a resposta imune através da produgao de
adipocitocinas, como a leptina que além de regular o apetite através da a¢ao no hipotalamo, também
estimula a proliferagdo de células T e promove a resposta das citocinas Thl, que desempenham
papel importante no controle do Mtb apds a infecgao do hospedeiro. Baixos niveis de leptina tém
sido mostrados em pacientes com TB comparados a controles (20).

Cada vez mais evidéncias sugerem que a obesidade pode diminuir o risco de TB, Cegielski
et al analisaram dados de um estudo populacional para determinar o risco de TB associado ao
estado nutricional e identificar os nutrientes envolvidos. Entre os desnutridos (IMC<18,5kg/m?), a
incidéncia de TB foi 11,7x maior que os eutroficos (IMC > 18,5kg/m? < 24,9kg/m?), em contraste,
nos participantes com sobrepeso (IMC > 25kg/m? < 30kg/m?) foi 2,8x menor ¢ 4,8x menor entre os
obesos (IMC > 30kg/m?). Utilizando as dobras cutdneas e a circunferéncia muscular do braco

(CMB), observou-se relagao similar. Esta diminui¢ao da incidéncia de TB associada com aumento
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do IMC, especialmente com aumento do tecido adiposo, pode estar relacionado ao desenvolvimento
de um fenotipo nao replicante do Mtb num ambiente rico em lipideos (16).
Dessa forma, a avaliagdo e manejo do estado nutricional, pode melhorar a resposta ao

tratamento da TB, devendo estar dentro dos padrdes de cuidado para pacientes com TB (17, 18).

1.1.7 Produtos finais de glicagdo avangada

Os produtos finais de glicagdo avancada (AGEs) constituem uma grande variedade de
moléculas formadas a partir de interagdes aminocarbonilo, de natureza nao enzimadtica, entre
acucares redutores ou lipideos oxidados e proteinas, aminofosfolipideos ou acidos nucleicos (21,
22, 23). Possuem propriedades pro-oxidantes e pro-inflamatorias (22, 23, 24).

Os AGEs podem ser formados a partir de uma variedade de precursores da reagdo de
Maillard, tanto nos alimentos, fonte de maior exposicdo ao homem, como endogenamente in vivo,
chamado de glicagdo (25, 26).

A via classica da Reagdo de Maillard inicia-se com a formag¢dao de uma base de Schiff
instavel, gerada pela condensacdo de um grupamento carbonila de um agucar redutor, como a
glicose, com um grupamento amina, oriundo, por exemplo, do aminoacido lisina, composto
especialmente susceptivel a reagdo. Na sequéncia, a base de Schiff sofre rearranjos, tornando essa
estrutura mais estavel, o produto de Amadori, modernamente conhecido como early Maillard
reaction products (early MRPs) ou produtos iniciais da reagao de Maillard. A hemoglobina glicada
e a frutosamina sao conhecidos exemplos de produtos de Amadori. /n vivo, a formacao dos produtos
de Amadori pode ocorrer em um periodo de dias e, uma vez formado, ¢ praticamente irreversivel.
Os produtos de Amadori gerados ainda possuem grupos carbonilas reativas, que se condensam com
grupos aminas primarios acessiveis, dando origem aos produtos avancados da reagdo de Maillard

(AGEs) (21).
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A formacgdo dos AGEs faz parte do metabolismo normal, mas em niveis excessivamente
altos nos tecidos e na circulagdo, podem se tornar patogénicos. Os efeitos patologicos estdo
relacionados a habilidade em promover estresse oxidativo e inflamacao pela ligagdo com receptores
de membrana ou ligagdo cruzada com proteinas corporais, alterando sua estrutura e fungado (22, 23).

Sob condigdes fisiologicas, os AGEs sao formados em uma taxa muito lenta, mas continua e
acumulados com o envelhecimento. Entretanto, condigdes inflamatdrias, como a hiperglicemia e o
estresse oxidativo, aceleram a sua producdo. Proteinas com baixa rota¢do, como o colageno e a
elastina, sdo particularmente propensas as modificagdes dos AGEs (27).

Fatores chaves cruciais na formagao dos AGEs incluem: a quantidade de proteinas, o grau
de hiperglicemia, e o grau de estresse oxidativo no ambiente. Se uma ou mais dessas condi¢des
estdo presentes, ambas as proteinas intracelulares e extracelulares podem ser glicadas e oxidadas
(28).

Mecanismos alternativos de formacdo de AGEs incluem a chamada via do estresse
carbonilico, na qual a oxidacdo de lipideos ou de agucares gera compostos dicarbonilicos
intermedidrios altamente reativos. A glicolise e a autoxidagdo de glicose, por exemplo, produzem
metilglioxal (MG) e glioxal, os quais interagem com aminoacidos para formar AGEs. Estes
compostos dicarbonilicos chegam a ser 20 mil vezes mais reativos do que a glicose e sao os
principais intermediarios durante a formag¢ao de AGEs in vivo e nos alimentos (21, 26). A formagao
de AGEs in vivo pode envolver neutrofilos, mondcitos e macrofagos, os quais, apos estimulo
inflamatoério, produzem mieloperoxidase e a enzima NADPH oxidase, que induzem a formacgao de
AGEs pela oxidagao de aminoacidos (21).

A carboxi-metil-lisina (CML), a pirralina ¢ a pentosidina sd3o exemplos de AGEs bem
caracterizados e amplamente estudados (21, 29), incluindo também o composto carbonilico reativo,

MG (19). A CML ¢ o AGE mais prevalente in vivo (28, 29).
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Os AGEs sao implicados no envelhecimento e perda de funcionalidade de tecidos que nao
sao dependentes de insulina, estando expostos a altas concentracdes de glicose. A catarata e¢ a
aterosclerose, em alguma extensdo, sao patologias resultantes da glicacdo de proteinas de longa
duragdo presentes nesses tecidos (26).

Sao trés os mecanismos de dano celular: modifica¢ao de estruturas intracelulares, incluindo
os envolvidos na transcri¢ao génica; interacdo de AGEs com proteinas de matriz extracelular,
modificando a sinalizacdo entre as moléculas da matriz e da célula, gerando uma disfun¢do e por
fim, modificando proteinas ou lipideos sanguineos que ao se ligar a receptores especificos,
promovem a produgdo de citocinas inflamatorias e fatores de crescimento (21).

A dieta constitui-se na principal fonte exdgena de AGEs que representam componentes
patogénicos e tém sido relacionados com a indugao e progressao de muitas doengas cronicas (21,
22), como diabetes, doenga renal crdnica, aterosclerose, artrite reumatoide, processo de
envelhecimento, neurodegeneragao, resposta inflamatoria, estresse oxidativo e no desenvolvimento
do estado da sindrome metabolica (23). O epitélio intestinal ¢ capaz de absorver os produtos iniciais
da reagdo de Maillard, produtos de Amadori, bem como os produtos intermedidrios (21). Estudos
recentes demonstram que os AGEs dietéticos sao absorvidos e contribuem significantemente para o
pool corporal de AGEs (22, 23). Aproximadamente 10% dos AGEs ingeridos com a dieta sdo
absorvidos. Da fracdo absorvida, cerca de 2/3 sdo retidos no organismo e apenas 1/3 ¢ excretado
pela urina, dentro de 48 horas, por individuos com fung¢ao renal normal (21).

Eles estdo naturalmente presentes nos alimentos e a cocgdo resulta na formagao de novos
AGEs. Grelhar, tostar; fritar, assar no forno e na brasa, propaga e acelera a sua formagao (22, 23).
Fatores que catalisam a reagao: temperaturas elevadas (acima de 40°C), atividade de agua entre 0,4
a 0,7, pH na faixa 6 a 8 (preferencialmente alcalino), umidade de 30 a 70% e a presenga de ions
metalicos de transicdo, como Cu? e Fe? (26). Além desses, a composicao dos alimentos também

influencia na velocidade da reacdo. O tipo de agucar redutor mais reativo € a xilose, seguida da
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arabinose, maltose e frutose. Em relagao aos aminoacidos a lisina ¢ 2 a 3 vezes mais reativa quando
comparada aos outros aminodacidos, devido a presen¢a de grupamentos o € €-amino em sua
estrutura; seguido dos aminoacidos basicos e nao polares (arginina, fenilalanina, leucina, isoleucina
e valina), apds os aminoacidos acidos (4cido glutdmico e acido aspartico) e por ultimo, menos
reativo, o aminoacido sulfurado cisteina (26).

Dietas ricas em AGEs estdo associadas a elevados niveis de AGEs circulantes e teciduais,
assim como situagdes clinicas com disfun¢do vascular e renal. Em individuos saudaveis os AGEs
dietéticos estdo diretamente relacionados a concentragdo de AGEs circulantes (CML e MG) e
marcadores de estresse oxidativo e inflamagdo (22, 23). A restrigdo dietética de AGEs, em
individuos saudaveis, leva a uma diminuicao de 30 a 40% dos niveis séricos de AGEs (28).

Num estudo feito na cidade de Nova York, observou-se uma média de ingestdo diaria de
15000 kU AGE/dia, sendo que naqueles em que o alto consumo de carnes grelhadas e tostadas,
gorduras e alimentos processados, a quantidade chegou a 20000 kU/dia. Em pessoas que tinham
regularmente baixa ingestao de carne e uma ingestao rica em vegetais, o total do consumo diario de
AGEs foi de 7500 kU/dia (22).

Ainda nao se tem dados de ingestdo segura de AGEs, entretanto num estudo experimental a
reducdo de 50% da ingestao usual ¢ associada com a reducdo dos niveis de estresse oxidativo,
diminuicao da deterioracdo da sensibilidade da insulina e da func¢ao renal com a idade e aumento da
expectativa de vida (22).

Dados atuais demonstram que o aumento da ingestdao de peixes, legumes, produtos lacteos
desnatados, verduras, frutas e graos integrais, reduzem significativamente a ingestao de AGEs. O
uso de suco de limdo e vinagre, antes do cozimento, pode limitar a geracdo dos AGEs dietéticos.
Dessa forma observa-se que além da composi¢ao nutricional dos alimentos, a forma de preparo ¢
igualmente importante neste processo. O uso de marinados, com suco de limdo e vinagre, antes da

cocgao, podem contribuir para a limitagao da geragao de AGEs no preparo dos alimentos (22).
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A forma natural da vitamina B6, Piridoxamina, é efetiva em inibir a forma¢ao dos AGEs.
Ela previne a degradacdo dos intermediarios de Amadori derivados de proteinas a produtos de
AGEs derivados de proteina. Em ratos diabéticos a piridoxamina reduz a hiperlipidemia e previne a
formacado de AGEs e por ultimo, sequestra o carbonil dos produtos da degradacao da glicose e dos
lipideos (28).

Em relacdo a composi¢ao corporal e niveis séricos de AGEs (CML), Semba et al,
investigaram a relagdo entre CML sérica e composi¢ao corporal em idosos, € mostraram uma
associacdo inversa entre massa gorda e niveis séricos de CML. Este achado fornece novas
evidéncias epidemiologicas que a massa gorda pode desempenhar um papel no metabolismo dos
AGE:s (30).

Um estudo experimental, realizado em camundongos, investigou os niveis pulmonares de
HMGBI, um fator ligador ndo histona do DNA que tem o papel de modular a atividade de
transcricdo no nucleo da célula, e demostrou que os AGEs dietéticos aumentam os niveis dessa
proteina, propondo um papel potencial dos componentes dos AGEs dietéticos em modificar a
transcricdo das células eucariodticas (31).

No estudo feito por Guo et al. que avaliou o efeito da dieta rica em AGEs na resposta
inflamatéria e fungdo pulmonar por pneumonia aspirativa, os pesquisadores demonstraram a
associagao entre altos niveis plasmaticos de AGEs e um aumento na resposta inflamatéria pulmonar
e um prejuizo na permeabilidade capilar pulmonar, resultado dos efeitos pro-inflamatorios dos
AGEs (23).

O pool enddgeno de AGEs reflete basicamente o balango cinético de dois processos opostos:
a taxa de formagdo/ingestdo e a taxa de degradagdo/eliminagdo destes produtos por sistemas
especializados, como a partir da protedlise extracelular ou por células scavenger, como os
macréfagos teciduais, que endocitam AGEs pelos receptores especificos ou nao, e os liberam como

AGE-peptideos pequenos e soluveis para serem excretados pelos rins (21).
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1.1.8 Receptor dos produtos finais de glicacdo avancada

O receptor de produtos de glicagdo avancada (RAGE) pertence a uma superfamilia de
imunoglobulinas (28, 32) e, constitui-se de 3 dominios extracelulares (33). E um receptor
multiligante capaz de se ligar a véarias classes de moléculas (32, 34). Seus maiores ligantes incluem:
AGEs, principalmente a carboxi-metil-lisina (CML) e mediadores inflamatdrios como citocinas da
familia S100. Esta ligacdo tem sido relacionada com uma série de condi¢des inflamatodrias
associadas ao diabetes (35), aterosclerose (36, 37, 38), doenca renal cronica (38), doencgas
reumatolégicas (33, 39, 40).

O RAGE ¢ expresso em niveis baixos nos tecidos normais € vasos sanguineos, mas aumenta
a sua expressao em locais onde seus ligantes se acumulam (27). A ativagao do RAGE pelos AGEs
promove a atividade do fator nuclear kB (NF-kB) e resulta no aumento da expressao das citocinas,
moléculas de adesao e indugao do estresse oxidativo (23, 34).

Existem duas formas soluveis de RAGE (41). O pool das formas soluveis do RAGE
(sRAGE) incluem a forma truncada, formada pela clivagem proteolitica por acdo das
metaloproteinases e a secrecdo endogena, formada pelo splincing alternativo do RNAm, que ¢
também chamado de RAGE endogeno (esRAGE), consistindo no dominio de ligacao extracelular
(32, 34, 41, 42). A producao e o clearance sao regulados por multiplos fatores, como género e niveis
hormonais (41).

Nos individuos, o SRAGE ¢ a forma prevalente expressa intracelularmente nos tecidos
saudaveis, podendo ter outros papeis além da ligagao aos AGEs (39). Essas formas soluveis podem
agir como um inibidor natural da sinalizagdo induzida pela interagdo dos AGEs com seu receptor
celular (32, 34).

Existe a hipotese que o sRAGE pode ser um dos determinante dos niveis de AGEs
circulantes, positivamente associado com os AGEs séricos, refletindo a expressao tecidual de

RAGE (44). Pode ser ateroprotetor (34, 44), pela agao de atrair AGEs plasmaticos, limitando assim



31

a cascata inflamatodria desencadeada pela ligacao dos AGEs ao receptor de celular (34), inibindo a
ativacao do NF-kB (28).

Basta et al. sugerem que os niveis de hemoglobina glicada e proteina C reativa (PCR) sao
determinantes dos niveis plasmaticos de SRAGE, em ndo diabéticos (45). Em individuos saudaveis,
antes de qualquer complicagdo clinica, os niveis de SRAGE podem refletir alteragdes no estado
metabolico, que poderiam contribuir para futuras alteracdes vasculares e diabetes (34). Em outro
estudo, os autores sugerem que o SRAGE ¢ um bom marcador de estresse inflamatorio, precedendo
a elevacao da PCR (24).

Em estudos que investigaram a correlacdo de niveis plasmaticos de SRAGE com parametros
metabolicos em individuos saudaveis (24, 34, 44) e obesos (32) , foi demonstrado que o SRAGE ¢
inversamente correlacionado com o IMC (24, 32, 34, 44), circunferéncia cintura/quadril e glicemia
de jejum, e que os dois primeiros sdo preditores independentes de SRAGE, particularmente em
mulheres. Sugere-se ainda que os niveis plasmaticos de SRAGE podem refletir um distirbio no
estado metabolico, podendo posteriormente levar a complicagcdes vasculares e diabetes (34, 38).
Além disso, os niveis de SRAGE podem refletir a expressao tecidual de RAGE (44).

Num estudo que investigou a relagdo de SRAGE e perda de peso em obesos, com dieta de
muito baixa caloria, apds 24 semanas, os individuos que apresentavam menor nivel sérico basal de
sRAGE, tiveram uma maior perda de peso, quando comparados com 0s que apresentavam niveis
séricos mais altos (32).

Prakash et al. ao examinarem a associagcdo dos niveis de SRAGE, de uma populacao geral
européia com determinantes genéticos, envelhecimento e a composi¢ao corporal, observaram que os
niveis de SRAGE diminuiam significativamente com a idade, em homens e mulheres; e encontraram

uma correlagdo altamente significativa entre niveis de SRAGE, IMC e massa magra (38).
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1.1.9 Papel dos AGEs e seus receptores nas doengas pulmonares

Os pulmdes sao locais de intensa atividade oxidativa, através dos intermedidrios reativos de
oxigénio tanto nas vias aéreas, como consequéncia do tabagismo e da exposi¢ao a poluentes, como
resultado do estresse inflamatoério (43).

Os efeitos patologicos dos AGEs estdo relacionados a capacidade destes compostos de
modificar as propriedades quimicas e funcionais das mais diversas estruturas bioldgicas. A partir da
geracao de radicais livres, da formagdo de ligagdes cruzadas com proteinas ou de interagdes com
receptores celulares, eles promovem, respectivamente, estresse oxidativo, alteragdes
morfofuncionais e aumento da expressdao de mediadores inflamatoérios, tais como TNF-a, IL-6, e IL-
la (21, 28).

O RAGE foi inicialmente extraido e sequenciado do pulmao bovino. Estudos subsequentes
confirmaram sua expressdo em bovinos, ratos e¢ humano. Recentemente sua expressao foi
identificada em pneumocitos alveolares tipo 11, endotélio pulmonar e macréfagos alveolares, e seu
aumento foi evidenciado durante a inflamacao pulmonar (43).

O pulmao ¢ o 6rgao onde a concentragdo de RAGE esta mais alta no corpo, assim mais
vulneréavel as consequéncias adversas da ligagdo e ativagdio AGE/RAGE (23). E um local de intensa
atividade oxidativa, tanto nas vias aéreas, em consequéncia da exposi¢do ao fumo e poluicdo
ambiental, como no parénquima periférico, como resultado do estresse inflamatério (43).

O envelhecimento e o tabagismo sao os dois maiores fatores de risco para a doenga
pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), e ambos contribuem para acelerar a formacdo de AGE:s.
Desta forma, eles podem desempenhar um papel no desenvolvimento da DPOC, possivelmente
através da inflamacao (27).

Ao investigar a presenca de RAGE e seus AGEs ligantes no tecido pulmonar de controles e
pacientes nao diabéticos com DPOC, Wu et al. observaram niveis de AGEs e RAGE

significativamente maiores no grupo com DPOC quando comparados aos controles. Esta interagdo
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pode contribuir para o desenvolvimento da DPOC de varias maneiras, incluindo a destrui¢ao
alveolar e de vias aéreas, producao de citocinas e inflamagao (27).

Num estudo que investigou o papel do RAGE e de seus ligantes como uma nova rota
inflamatéria na doenca pulmonar, foi observado que baixos niveis de RAGE sdo expressos em
condi¢des normais no epitélio bronquico, nos pneumdocitos tipo II, endotélio e macrofagos, e que o
aumento desses niveis ocorrem em todas as condi¢des patologicas associadas a inflamagao e dano
pulmonar (43). Particularmente, o RAGE foi expresso em altissimas taxas nos pneumocitos e
epitélio das vias aéreas associados com infiltrado inflamatério. Foi observada também a expressao
do RAGE nas células inflamatoérias, em particular nos granulomas. No pulmao sadio, RAGE e CML
foram expressos nos bronquios ciliados e epitélio bronquiolar (43). O aumento da expressao de
RAGE esté relacionado com o acimulo dos seus ligantes (27).

O sRAGE esta presente no plasma e no exsudato alveolar. Sua administragao enddgena tem
demonstrado um papel negativo na agao pro-inflamatoria mediada por RAGE (43).

Num modelo experimental de pneumonia aspirativa, que avaliou o efeito de uma dieta rica
em AGEs na resposta inflamatoria e funcdo pulmonar, observou-se que os niveis de AGEs no
sangue induzidos pela dieta, estdo associados com uma intensa atividade inflamatéria pulmonar e
que este aumento esta associado com uma injaria pulmonar mais grave, envolvendo o prejuizo da
integridade alvéolo-capilar e piora da mecanica pulmonar. Neste caso, a administragdo de sSRAGE,
possibilitaria uma reducao da concentracdo de AGEs, atenuando a inflamacao desencadeada pela
pneumonia aspirativa, além da restricao dietética dos AGEs e o uso de anticorpos anti-RAGE (23).

No tecido pulmonar, os RAGEs tem sua expressao em niveis altos (23, 31, 38) sem estar
associado a disfuncao do 6rgao (31). Niveis de SRAGE podem servir de marcador da gravidade e
estagio da DPOC, e marcador de fungdo pulmonar, pois estdo associados com varios parametros de
funcdo pulmonar, como volume expiratério for¢gado no primeiro segundo (VEF1), VEF1/CV

(capacidade vital) e capacidade de difusao pulmonar do CO; (38).
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Na fibrose pulmonar idiopatica os baixos niveis de SRAGE podem estar relacionados a
gravidade da doenca (46), e tém sido associados com inflamagdo excessiva nas doengas

respiratorias (47).

1.1.10 Papel dos AGEs e seus receptores na TB

O desenvolvimento da TB ativa ap6s infeccdo com o Mtb esta sempre associado com um
estado persistente ou transitorio de imunodeficiéncia relativa (4).

Rachman et al. observaram que na infec¢do pelo Mrb, nos macrdéfagos e nas lesdes
pulmonares granulomatosas de pacientes com TB, havia grandes quantidades de AGEs e
metilglioxal (MG), sugerindo que os macrofagos sdao uma das principais fontes de AGEs na TB
ativa, tendo seus niveis significativamente aumentados durante a infeccdo pelo Mtb. Macrofagos
alveolares desempenham um papel principal na resposta imune inata inicial contra a infec¢ao do
bacilo tuberculoso na via do trato respiratorio, ¢ sao uma das fontes principais de AGEs na TB
ativa. O MG ¢ um produto fisiologico de varias rotas metabolicas, incluindo a glicolise anaerobica,
e sua producao ¢ induzida na presenca do aumento dos niveis de glicose ou pela falta de fosfato no
citoplasma. A elevagdo do MG pode modificar irreversivelmente residuos de lisina e arginina,
através da formag¢do de AGEs, que podem aumentar a formagdo de radicais de oxigé€nio com
subsequente ativagdo do fator nuclear Kb (NF-Kb), liberar citocinas pro-inflamatorias e induzir a
producao de fator de necrose tumoral a (TNF-a), que tem um papel importante na formagao do
granuloma (48).

Na hiperglicemia, niveis aumentados de MG estdo acompanhados pela elevada producao de
AGEs (48). Estudos demonstraram que pacientes diabéticos com niveis de hemoglobina glicada
acima de 7% tém maior risco de desenvolver TB do que diabéticos com controle glicémico
adequado (49, 50). A relagdo entre hiperglicemia nao diabética e suscetibilidade ao Mtb ainda nao

tem sido adequadamente investigada (51).
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Um estudo feito por Podell et al. investigou o impacto que a hiperglicemia induzida pela
dieta tinha na gravidade da infec¢do por Mrtb e o acumulo de AGEs em porcos guinea nao-
diabéticos, onde as consequéncias da hiperglicemia e TB compartilham uma patogénese comum,
envolvendo a inflamagdo crénica e a formacao de AGEs que combinados exacerbam as duas
condigdes. Seus achados demonstraram que os porcos nao-diabéticos alimentados com pequenas
quantidades de sacarose, tiveram hiperglicemias aumentadas associadas a infeccdo pelo Mib,
aumentando a gravidade da TB. O mais importante nao foi o aumento da lesdo pulmonar e da carga
bacteriana, mas a disseminacao sistémica da micobactéria nestes animais, o que resultou numa TB
extrapulmonar mais precoce e mais grave, quando comparados aos porcos alimentados com agua.
Além disto, os alimentados com sacarose tiveram maior duracdo e gravidade da hiperglicemia,
evidenciado pela formagao e acamulo tecidual e sérico de AGEs (52).

Observa-se um aumento na expressao do RAGE durante a inflamacao pulmonar. RAGE esta
expresso nos pulmoes saudaveis e podem estar aumentadas em pacientes com TB. Previamente, a
expressao do RAGE foi visualizada nos pulmdes de dois pacientes com TB, particularmente nas
células gigantes e epiteliais, assim como em pneumocitos reativos (43).

van Zoelen et al. investigaram o papel do RAGE na inflamagdo cronica que acompanha a
TB pulmonar, em camundongos infectados pelo Mtb, deficientes em RAGE e selvagens. Os
pulmdes dos camundongos selvagens infectados mostraram um aumento na expressao mais extensa
do RAGE nos mesmos locais dos camundongos sadios. Além disso, os camundongos deficientes
em RAGE tiveram os niveis de citocinas pro-inflamatorias aumentados, assim como o interferon vy
(IFN-y), a interleucina 6 (IL-6) e o TNF-a, sendo que essas desempenham um papel importante na
regulacao da resposta imune a TB. Ainda, esses camundongos deficientes em RAGE apresentaram
maior emagrecimento ¢ aumento de mortalidade, comparado com os animais também infectados,
mas sem deficiéncia de RAGE. Ao final do estudo, observou-se que a deficiéncia do RAGE

resultou num aumento ao invés de uma redugdo na inflamacao pulmonar. Este achado sugere que o
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RAGE desempenha um papel benéfico na resposta do hospedeiro e ¢ importante para o equilibrio
das reacdes inflamatorias na TB pulmonar (4).

No estudo que avaliou e comparou os niveis de SRAGE séricos e pleurais em pacientes com
cancer de pulmao, TB e pneumonia, foi observado que pacientes com TB tinham niveis aumentados
quando comparados com os que tinham pneumonia e cancer de pulmao (53), sugerindo que os
niveis de SRAGE podem estar relacionados ao processo cronico de dano e inflamagao pulmonar
(53, 54). Ja no estudo conduzido por Berrocal-Almanza et al. que investigou, em pacientes com TB
pulmonar, a significancia clinica dos niveis da proteina SI00A12 e SRAGE para predizer a extensao
do envolvimento do pulmao, foi evidenciado que pacientes com TB apresentaram niveis bem
reduzidos em comparagdo aos controles saudaveis (54). Esta diminuicao pode estar relacionada ao

aumento do clearance do complexo S100A12/RAGE (45).
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2 JUSTIFICATIVA

Dados atuais da OMS apontam a TB como um grave problema de satde publica,
principalmente em paises em desenvolvimento, reconhecendo como a doenca infecciosa com maior
mortalidade no mundo, superando o HIV e malaria juntos.

A associacao entre TB e desnutricdo tem sido amplamente reconhecida. Existe uma forte
relagdo entre EN e TB, onde o quadro clinico da doenca leva a desnutricdo proteico-energética
secundaria, com reducgdo dos indices antropométricos, perda de massa magra e reservas de gordura,
além da ativacdo de citocinas e alteracdo no metabolismo de proteinas, sendo também um fator de
risco para o desenvolvimento da doenca, pelo prejuizo da fungcdo imune, aumentando a
susceptibilidade e a morbidade.

AGEs sdo formados a partir de reagdes aminocarbonilo, de natureza ndo enzimatica entre
acucares redutores ou lipideos oxidados e proteinas, aminofosfolipideos e acidos nucleicos,
possuindo propriedades pro-oxidantes e pro-inflamatorias. Podem ser formados por varios
precursores da reacao de Maillard, tanto nos alimentos, fonte de maior exposi¢cao ao homem, como
endogenamente in vivo, chamado de glicacdo. Sob condi¢des inflamatorias, aceleram sua producao.
Quando ligados ao RAGE, promove a atividade do NF-xB, resultando num aumento das citocinas,
moléculas de adesdo e indugdo do estresse oxidativo. O pulmdo ¢ um local de intensa atividade
oxidativa. A interacio AGE/RAGE leva ao aumento da inflamagdo, do estresse oxidativo e
apoptose dos pneumocitos.

Na TB ativa, um estudo identificou AGEs nos macrofagos e nas lesdes granulomatosas, tendo
seus niveis aumentados durante a infeccdo pelo Mtb. Outro, identificou que uma dieta rica em
sacarose, aumentou a formagdo de AGEs e a gravidade da TB. Em relagdo ao RAGE, um estudo
sugere que ele desempenha um papel benéfico na resposta do hospedeiro e ¢ importante para o

equilibrio das reagdes inflamatdrias na TB pulmonar.
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Com base nesses achados, identificamos que os estudos envolvendo a relagdo entre ingestao
alimentar, producao de AGEs e expressao do RAGE, estado nutricional e TB sdo, na sua maioria,
em modelos experimentais. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a relagdo entre a
ingestdo alimentar ¢ do estado nutricional com a formacdo de AGEs e a expressao de seus
receptores em pacientes com TB ativa, comparando com controles saudaveis.

Nossa hipotese € que a ingestao de alimentos ricos em AGEs, acarretard o aumento dos seus
niveis séricos € na expressao dos receptores, além de contribuir para um prejuizo no estado

nutricional, impactando na mortalidade.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL: Avaliar a relacdo entre a ingestao alimentar de carboxi-metil-lisina (CML), o estado
nutricional com niveis séricos de AGEs (CML) e sRAGE em pacientes com TB ativa,

comparando com controles saudaveis.

3.2 ESPECIFICOS:

3.2.2 Avaliar os niveis séricos de CML, sSRAGE em pacientes com TB ativa e controles, com e
sem desnutri¢ao.

3.2.3 Estimar a ingestdo de CML dietética em pacientes com TB ativa e controles.

3.2.4 Avaliar a relagdo dos niveis séricos de CML e sRAGE na mortalidade dos pacientes com TB

ativa.
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ABSTRACT

Introduction: The receptor for advanced glycation end products (RAGE) is expressed in normal
lungs and is upregulated during inflammation and infection. The interaction between AGEs and
RAGE on the plasma membrane causes oxidative stress and apoptosis in lung cells. The objective
of this study is to evaluate AGEs and sSRAGE plasma levels in patients with active tuberculosis
(TB) and healthy controls, and to investigate their relationship with food intake and nutritional
status. Methods: Case-control study. AGE (carboxymethil lysine, CML) and RAGE were measured
by Elisa. Nutritional assessment was performed by body mass index, triceps skin-fold thickness,
mid-arm circumference, mid-arm muscle circumference, bioelectrical impedance analysis, and food
frequency questionnaire. Results: 35 TB patients and 35 controls were included in the study. The
mean S-RAGE levels were higher in TB patients than in controls (68.5 = 28.1 pg/mL vs 57.5 = 24.0
pg/mL, p=0.046). Among cases that were current smokers, lower SRAGE levels were associated
with mortality (SRAGE levels=58.0 = 36.5 pg/mL [non-survivors] vs 71.3 £+ 25.6 pg/mL
[survivors], p=0.006), and with weight loss (SRAGE levels=65.6 = 27.4 pg/mL [weight loss] vs
98.6 £ 16.7 pg/mL [no weight loss], p=0.034). There was no statistically significant difference in
CML levels and diet CML content between cases and controls. Malnutrition was more frequent in
cases than in controls, but there was no correlation between nutritional parameters and CML or
sRAGE levels. Conclusions: TB patients had higher SRAGE levels than controls. SRAGE may play

a role in disease manifestations and outcomes, being associated with weight loss and mortality.

Keywords: tuberculosis; advanced glycation end products; receptor for advanced glycation end

products; RAGE; AGE; carboxymethyl lysine.
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INTRODUCTION

Tuberculosis (TB) is a major public health problem worldwide, especially in low- and
middle-income countries. It is estimated that one-third of the world's population is infected with
Mycobacterium tuberculosis, and 8 million develop the active form of the disease each year,
resulting in 2 million deaths per year (1). Brazil is in 18th place among the 22 countries responsible
for 80% of TB cases globally, with an incidence of 32.4 cases / 100,000 inhabitants in 2016 (2).

The pathogenesis of the consumptive syndrome, which is long recognized as a characteristic
of TB, is largely unknown. The proinflammatory cytokines are the initial candidates as agents
causing the metabolic alterations that eventually result in the consumptive TB syndrome (3). In
addition to the pro-inflammatory cytokines, cell-mediated immunity and innate immune responses
play an important role in the host response to mycobacterial infection, contributing to disease
severity and complications in active TB (4;5).

The receptor for advanced glycation end products (RAGE) is expressed in normal lungs and
is upregulated during inflammation and infection (6-9). AGEs are a heterogeneous group of
irreversible products resulting from nonenzymatic glycation and oxidation of protein, nucleic acids,
and lipids (10;11). The interaction between AGEs and RAGE on the plasma membrane causes
inflammation, oxidative stress, and apoptosis in lung cells (12). One study demonstrated that RAGE
deficient mice displayed more body weight loss and enhanced mortality (13). However, studies
investigating the relationship between food intake, nutritional status, AGE and RAGE levels and
TB, are mostly with animal models (13;14). Thus, the objective of this study is to evaluate AGEs
and RAGE levels in patients with active TB and healthy controls, and to investigate the relationship

between food intake and nutritional status with AGEs and RAGE levels.
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METHODS

STUDY DESIGN AND LOCATION

We conducted a prospective case-control study in a general, tertiary care, university-
affiliated hospital (Hospital de Clinicas de Porto Alegre — HCPA). TB patients and controls were
matched for sex and age in a 1:1 matching ratio. Patients were recruited at HCPA inpatient’s units.
The control group consisted of volunteers recruited in the same hospital. The study was approved
by the Ethics Committee at HCPA (number 14-0044), and all subjects gave written informed

consent to participate.

PATIENTS AND DATA COLLECTION

Patients with a confirmed diagnosis of TB, older than 18 years, who agreed to participate,
were included in the study. We excluded patients with extrapulmonary TB, and those who had been
on pulmonary TB treatment for more than 3 days, and patients and controls who were not able to
perform the study procedures, diabetics, pregnant women and those with a history of previous TB.

After signing informed written consent enrolled subjects were interviewed using a
standardized questionnaire. The following data were recorded: demographic data (sex, age, race,
years of schooling), presence of cough, fever, night sweating, hemoptysis, sputum production,
weight loss, dyspnea, chest pain, smoking status, alcohol consumption, drug use, presence of
comorbidities. A current smoker was defined as reporting smoking at least 100 cigarettes in their
lifetime, and at the time of the survey was smoking at least one day a week. A former smoker was
defined as reporting smoking at least 100 cigarettes in their lifetime but who, at the time of the
survey, did not smoke at all. Never smoked reported having smoked < 100 cigarettes in their
lifetime. Alcohol abuse was defined as daily consumption of at least 30 grams (equivalent to a pint

and a half of 4% beer) for men and 24 grams (equivalent to a 175 ml glass of wine) for women. We
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also recorded the results of the main diagnostic tests performed, as well as the outcome of
hospitalization (discharge or death). An independent physician analyzed the chest X-rays and
classified them as typical or compatible with active TB, according to previously described

guidelines (15).The diagnosis of pulmonary TB was based on consensus criteria (16).

NUTRITIONAL ASSESSMENT
Nutritional assessment was performed by body mass index (BMI), triceps skin-fold
thickness (TSF), mid-arm circumference (MUAC), mid-arm muscle circumference (MAMC),

bioelectrical impedance analysis (BIA), and food frequency questionnaire (FFQ).

Body Mass Index (BMI): BMI (in kg/m?) was calculated and the patients were classified into
categories based on the BMI cutoffs for weight categories as recommended by the WHO.
Malnutrition was defined as a BMI <18.5 kg/m?* (17).

Triceps skin-fold (TSF): The triceps skin-fold thickness was measured with a skin caliper on the
posterior upper arm midway between the acromion and olecranon processes (18). The obtained
values were compared with the reference values (19).

Mid-upper arm circumference (MUAC): The midupper arm circumference was measured using a
non-stretch plastic tape midway between the acromion and olecranon of the non-dominant arm (20).
The obtained values were compared with the reference values (21).

Mid-arm muscle circumference (MAMC): MAMC was calculated by using MUAC and TSF
measurement [MUAC (cm) — 3.142 x TSF (cm)]. The obtained values were compared with the
reference values (22).

Bioelectrical impedance analysis (BIA): BIA, is a simple, non-invasive technique, that has been
recommended for clinical investigation of body composition analysis. A Single-frequency BIA was

performed at 50 kHz and 800 mA with standard tetrapolar lead placement to measure fat and lean
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tissue mass. All BIA measurements were performed by one trained observer using the same
equipment and recommended standard conditions (23). Fat mass and fat-free mass (FFM) were
estimated from the values of resistance and reactance obtained through BIA, using sex-specific
equations validated by Kotler et al. (24) in a sample of white, black, and Hispanic patients that
included HIV-infected individuals.

Food frequency questionnaire (FFQ): To assess daily food intake we used a food frequency
questionnaire that is reproducible and validated (25). The study’s nutritionists reviewed the diet
records and resolved any questions with the participant. We calculated the mean daily intake of

CML (kU/day) based on AGE content of foods previously published (26).

LABORATORY TESTS

Blood sample was collected after an overnight fast. After collection, the blood was
centrifuged and frozen at -80°C. The common AGEs in foods and human plasma include
pentosidine, carboxymethyl lysine (CML) and furosine (27). CML has been considered the
predominant AGE in human plasma, and for that reason we have chosen to measure it. AGE (CML)
and RAGE were measured by Elisa, according to the manufacturer’s instructions (CML:
OxiSelectTM N-epsilon-(Carboxymethyl) Lysine [Cell Biolabs Inc, San Diego, CA]; RAGE:

Human RAGE Quantikine [R&D Systems Inc., Minneapolis, MN]).

STATISTICAL ANALYSIS

Data analysis was performed using IBM SPSS Statistics for Windows, version 22.0
(Armonk, NY, IBM Corp). Data were presented as number of cases, mean * standard deviation
(SD), or median with interquartile range (IQR). Categorical comparisons were carried out by chi-
square test using Yates’s correction if indicated or by Fisher’s exact test. Continuous variables were

compared using the #-test or Wilcoxon test. Pearson’s (or Spearman’s when indicated) correlations
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was performed to evaluate for potential relationships. A two-sided p value < 0.05 was considered
significant for all analyses. The sample size calculation was based on a previous study (13) that
identified mortality rates of 58% and 12% in mice with and without RAGE deficiency, respectively.
Considering a confidence level of 95% and a power of 80%, we estimated a sample of 26
individuals per group. Also, to find a correlation of 0.50 between AGE levels and BMI, we

estimated a sample of 29 individuals per group.

RESULTS

During the study period, 35 TB patients and 35 controls met the inclusion criteria and were
included in the analysis. Among TB cases, the most frequent symptoms were: weight loss (94.3%,
n=33), cough (88.6%, n=31), night sweats (65.7%, n=23), and fever (62.9%, n=22). Fourteen
patients (40.0%) were HIV positive, 28 (80.0%) were smear positive, and 28 (80.0%) had a positive
culture. Twenty-six patients (74.3%) had a typical chest X-ray, and 9 (25.7%) had a compatible
chest X-ray.

Table 1 shows the comparison between cases and controls. The mean sSRAGE levels were
higher in TB patients than in controls [68.5 £ 28.1 pg/mL vs 57.5 + 24.0 pg/mL, p=0.046]. There
was no statistically significant difference in CML levels and diet CML content between cases and
controls. BMI was significantly lower in cases than in controls (p<0.0001). Also, malnutrition by
MUAC, MAMC, and TSF were more frequent in cases than in controls.

There was no statistically significant correlation between serum CML levels and diet CML content
(r=-0.13; p=0.33). Also, there was no significant correlation between BMI and CML levels (= -
0.15; p=0.24), and between BMI and sRAGE levels (r= -0.11; p=0.39). TSF, MUAC, and MAMC
were also not correlated with CML or sRAGE levels. Diet CML content was not different between

cases and controls (p=0.496).
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There was no statistical difference in serum CML levels, diet CML content and SRAGE
levels between survivors and non-survivors (p=0.771, p=0.191 and p=0.163, respectively).
However, among cases that were current smokers, lower sSRAGE levels were associated with
mortality (SRAGE levels= 58.0 + 36.5 pg/mL [non-survivors] vs 71.3 £ 25.6 pg/mL [survivors],
p=0.006). In addition, among cases, lower SRAGE levels were associated with weight loss (SRAGE

levels=65.6 + 27.4 pg/mL [weight loss] vs 98.6 = 16.7 pg/mL [no weight loss], p=0.034).
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Variables Cases Controls p value
n=35 n=35
Male sex, n (%) 24 (68.6) 24 (68.6) -
Age (years), mean = SD 37.5+16.7 38.6+16.4 0.768
White race, n (%) 19 (54.3) 29 (82.9) 0.02
Current smoking, n (%) 22 (62.9) 16 (45.7) 0.23
Alcohol abuse, n (%) 13 (37.1) 7 (20.0) 0.186
Drug use, n (%) 15 (34.3) 7 (20.0) 0.282
BMI (kg/mz), mean = SD 19.5+3.6 26.9+49 <0.0001
Body fat (%, BIA), mean + SD 23.1+£10.2 243 +£8.9 0.60
Reduced body fat (BIA), n (%) 5(14.3) 3(8.6) 0.71
Malnutrition by MUAC, n (%) 16 (45.7) 4(11.4) 0.001
Malnutrition by MAMC, n (%) 17 (48.6) 9(25.7) 0.04
Malnutrition by TSF, n (%) 13 (37.1) 3(8.6) 0.004
Diet CML content (kUx10%day), mean+ SD 1.42+1.14 1.74 + 1.34 0.496
Serum CML (pg/pL), mean = SD 0.07 £0.05 0.09 £0.07 0.415
SRAGE (pg/mL), mean + SD 68.5 +28.1 57.5+24.0 0.046

SD: standard deviation. BMI: body mass index. BIA: bioelectrical impedance analysis. MUAC: Mid-upper arm circumference.

MAMC: Mid-arm muscle circumference. TSF: Triceps skin-fold. AGE: advanced glyucation end products. CML: carboxymethyl

lysine. sSRAGE: soluble receptor of advanced glycation end products.
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DISCUSSION

In this case-control study, we aimed to evaluate AGEs and RAGE levels in patients with
active TB and healthy controls, and the relationship between food intake and nutritional status with
AGEs and RAGE levels. We found that SRAGE levels were higher in TB patients than in controls.
Among cases that were current smokers, lower SRAGE levels were associated with weight loss and
mortality. In addition, we could not demonstrate correlation between serum CML levels and diet
CML levels. Also, we identified high prevalence of malnutrition in TB cases, regardless of the
parameter used to assess nutritional status. However, there was no significant correlation between
those parameters and CML or sRAGE levels.

RAGE is a cell-surface receptor belonging to the immunoglobulin superfamily (28). There is
evidence of ligang/RAGE signaling pathway activation in a wide spectrum of diseases, including
diabetes mellitus, cancer, chronic renal failure, and rheumatoid arthritis (29). RAGE is expressed at
low levels in normal lung and becomes upregulated in conditions associated with inflammation and
lung damage (6-9). Therefore, RAGE’s inflammatory pathway is not specific of a single lung
disease. RAGE overexpression was already described in smoke-related pulmonary disease,
postobstructive pneumonia, organizing pneumonia, granulomatous disease, and usual interstitial
pneumonia (7).

We found higher sSRAGE levels in TB patients as compared with controls. SRAGE functions
as a ligand-binding decoy, a competitive inhibitor of RAGE, protecting sensitive cells from the
potentially deleterious effects of their hyperactivity (30). Reduced sRAGE levels have been
observed in a number of chronic diseases such as diabetes mellitus, chronic renal failure, and cancer
(31). On the other hand, in accordance with our findings, Watanabe et al (32) reported elevated
levels of SRAGE in asthmatic sputum, and Uchida et al. (8) report significantly higher sSRAGE
levels both in pulmonary edema fluid, and in plasma from patients with ALI/ARDS compared to

healthy volunteers. A possible explanation may be that enhanced RAGE expression and cellular
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damage might increase SRAGE generation and release. In this context, SRAGE levels could reflect
RAGE hyperactivity (29).

In contrast, lower sSRAGE levels were associated with weight loss and mortality in the
present study, but only among cases that were current smokers. Similar findings were described by
van Zoelen et al (13) in murine models. The authors demonstrated that pulmonary RAGE
expression was increased during TB, and that RAGE deficient mice displayed more body weight
loss and enhanced mortality. In addition, plasma levels of SRAGE were previously described to be
significantly lower in smokers (33).

CML is the predominant AGE in human plasma, and is overexpressed in conditions
associated with inflammation and lung damage (7). However, there was no statistically significant
difference in CML levels between cases and controls in the present study. In fact, the small simple
size could prevent us to find differences. Nevertheless, there may be another explanation. RAGE is
a pattern-recognition receptor that binds multiple ligands, not only AGEs, but also amyloid beta
(AB), high-mobility group box 1 (HMGBI), lipopolysaccharide (LPS), macrophage-1 antigen
(Mac-1), phosphatidylserine and S100 (34-37). Indeed, one study (38) showed that HMGB1/RAGE
signaling may play an important role in pathogenesis and disease manifestations in non-HIV adults
with active pulmonary TB. In this investigation, RAGE and HMGBI1 gene expressions correlated
positively with clinic-radiodiological severity.

Malnutrition is common among patients with TB (39;40) and is associated with disease
severity and unfavorable outcomes (41;42). In our sample, approximately 40% of TB patients had
criteria for malnutrition, according to BMI, TSF, MUAC and MAMC. Nonetheless, there was no
significant correlation between any of these parameters and CML or sSRAGE levels.

Our study has some limitations. First, the investigation was done in a single center. However, we
assume that there is no reason why these results do not apply to other settings. Also, it must be

considered that this study was conducted with a small sample size, which could prevent us to find
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differences in serum and diet CML levels between cases and controls. In addition, we estimated
daily dietary CML content from a FFQ and not from 3-day food records, probably the most
adequate method. More important, the dietary AGE database that we used included foods selected
from diets common in northeastern US area, and may thus not represent Brazilian diet. In spite of
these concerns, the strength of the present study is that it is the first study to demonstrate the role of
CML/RAGE signaling in TB patients, and not in animal models.

In conclusion, we demonstrated higher SRAGE levels in TB patients in comparison with
controls. Moreover, SRAGE may play a role in disease manifestations and outcomes. At least
among cases that were current smokers, lower SRAGE levels were associated with weight loss and
mortality. Future studies with larger sample size are necessary to confirm these findings.
Additionally, researches focusing on other ligang/RAGE signaling pathways can provide a better

understanding of immunopathogenic processes involved in TB.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo caso-controle, buscou-se avaliar os niveis de AGEs ¢ RAGE em pacientes com
TB ativa e controles saudaveis e sua relagdo com a ingestdo de alimentos e o estado nutricional. Os
niveis de SRAGE foram maiores nos pacientes com tuberculose do que nos controles. Entre os casos
que eram fumantes atuais, menores niveis de sRAGE foram associados a perda de peso e
mortalidade. Além disso, nao se demonstrou correlagdo entre os niveis séricos de CML e os niveis

de CML da dieta com o estado nutricional. Foi identificado alta prevaléncia de desnutrigdo em

casos de TB, independentemente do parametro utilizado para avaliar o estado nutricional.
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7  CONSIDERACOES FINAIS

Pacientes com TB tiveram maiores niveis de SRAGE em comparacdo com os controles. Além
disso, o SRAGE pode desempenhar um papel nas manifestacdes e desfechos da doenca. Pelo menos
entre os casos que eram fumantes, baixos niveis SRAGE foram associados com a perda de peso e a
mortalidade. Estudos futuros com maior tamanho de amostra sdo necessarios para confirmar esses
achados. Além disso, pesquisas enfocando outras vias de sinalizacao ligantes/RAGE pode fornecer

uma melhor compreensao dos processos envolvidos na imunopatogenia da TB.



