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RESUMO

IMUNO- REGULAQAO POR CITOCINAS NA TUBERCULOSE PULMONAR
HUMANA. AVALIAQAO PELA TECNICA DE SANGUE TOTAL. Edvana
Ferreira.[INTRODUGCAO]. A tuberculose continua sendo um importante problema
de saude publica no Brasil € no mundo, por este motivo, é preciso desenvolver
estudos para o entendimento da resposta imune associada a protegdo ou a
imunopatologia desta doenca. Alguns relatos demonstram que manifestacoes
clinicas da tuberculose se correlacionam com a producgéo de citocinas. O IFN-y
tem sido implicado na protegdo contra o M. tuberculosis, enquanto citocinas
deativadoras de macréfagos como IL-10, se correlacionam com a progressao da
doenca. O TNF-a pode participar da génese das lesdes teciduais. Contudo, esta
visdo parece simplificada, e € necessario avaliar os niveis destas citocinas em
grupos de pacientes bem caracterizados para validar clinicamente esta hipétese.
[OBJETIVO]. Avaliar o perfil de IFN-y, IL-10 e TNF-q, produzido pelas células do
sangue total de pacientes em diferentes estagios da tuberculose pulmonar, em
resposta ao PPD e ao antigeno total do Mycobacterium tuberculosis.|
PACIENTES E METODOS]. Vinte e dois pacientes com tuberculose pulmonar em
diferentes estagios de evolugdo (minima,n=7; moderada,n=8; avangada,n=7
segundo a classificacao da American Thoracic Society) foram incluidos neste
estudo. Sangue total heparinizado destes individuos foi colhido e posteriormente
diluido (1:10) em RPMI 1640 suplementado com L-glutamina e gentamicina e
aliquotados em 1 ml por pogo. As culturas foram estimuladas com 20 ug/ml de
PPD, 5 pg/ml de filtrado de cultura do M. tuberculosis ou mantidas em cultivo na
auséncia de antigeno. O sobrenadante foi colhido apds 72 horas de incubagéo.
Todas as amostras foram avaliadas por teste de ELISA Sandwich para dosagem
de IFN-y (Endogen, MA), IL-10 (Genzyme,MA) e TNF-o (Genzyme,MA).
[RESULTADOS]. Existe uma correlagao negativa entre os niveis de IFN-y nos
estagios clinicos da tuberculose, ao contrario os niveis de TNF-o. e IL-10
apresentam correlagao positiva e significante com os estagios mais avangados da
tuberculose pulmonar. A produgéo de IFN-y em resposta ao estimulo de PPD in
vitro foi de 861 pg/ml no estagio minimo, 255 pg/ml no estagio moderado e 56
pg/ml no estagio avangado; a produgao de TNF-o. com o estimulo de PPD foi de
30 pg/ml para o estagio minimo, 70 pg/ml para o estadgio moderado e 68 pg/ml
para o estagio avangado e a IL-10 estimulada com PPD apresentou 19 pg/ml
para o estagio minimo, 16 pg/ml para o estagio moderado e 38 pg/ml para o
estagio avangado [CONCLUSOES]: Ha um predominio de diferentes citocinas
nos estagios minimo, moderado e avangado da tuberculose pulmonar. No estégio
minimo predomina IFN-y e no estagio avang¢ado, ha um predominio de TNF-o e
IL-10. Os resultados reforcam que IL-10 e TNF-o estdo associados com
progressao da doencga.




ABSTRACT

X

IMMUNOREGULATION OF HUMAN PULMONARY TUBERCULOSIS BY
CYTOKINES. EVALUATION BY WHOLE BLOOD TECHNIQUE. Edvana
Ferreira.[INTRODUCTION] Tuberculosis is an important public health problem
worldwide and an increasing problem in Brazil. There are important obscure
points in the pathogenesis of human tuberculosis which need to be addressed.
Protection against tuberculosis is ascribed to cell-mediated immunity, and IFN-y
is the major cytokine involved in macrophage activation and mycobacteria
destruction. IL-10, and other macrophage deactivating cytokines, are implicated
in disease progression. TNF-a has been shown to be important for macrophage
activation ,but it is also implicated in tissue destruction. The relationship of the
different phases of human tuberculosis to the production of such cytokines is not
known in well characterized patients. [OBJECTIVE] To evaluate the profile of
IFN-y, IL-10 and TNF-a produced in response to PPD or crude M. tuberculosis
antigen in the whole blood from patients with pulmonary tuberculosis at minimal,
moderate or advanced phases of the disease. [PATIENTS, MATERIAL AND
METHODS] Twenty-two patients with pulmonary tuberculosis (minimal, n=7;
moderate, n=8; advanced, n=7) were included in this study. Disease was
diagnosed by clinical and laboratory (culture, sputum smear and chest X - ray)
data. Disease extension followed the recommendations of the American Thoracic
Society. Heparinized whole blood was diluted 1:10 with RPMI 1640 containing L-
glutamine and gentamicin. One ml of diluted blood (1ml per well in 24-well
plates), were left unstimulated, or stimulated with PPD (20ug/ml) or M.
tuberculosis antigen (5ug/ml). Cultures were incubated at 37°C in a humid
atmosphere with 5%CO,, and cell-free supernatants were collected after 72h.
Cytokines were measured using commercial reagents in a sandwich ELISA for
IFN-y (Endogen,MA), IL-10 (Genzyme, MA) and TNF-a (Genzyme, MA).
[RESULTS]: There is negative correlation between the levels of IFN-y and the
extension of disease. Both, IL-10 and TNF-a correlated positively with the
extension of disease. |FN-y production in response to PPD was 861 pg/ml, in
minimal disease, 255 pg/ml in moderate disease and 56 pg/ml in advanced. The
levels of TNF-oo were 30 pg/ml in minimal, 70 pg/ml in moderate and 68 pg/ml in
advanced pulmonary tuberculosis. IL-10 was 19 pg/ml, 16 pg/ml and 38 pg/ml in
minimal, moderate and advanced tuberculosis respectively. [CONCLUSIONS]
There is a predominance of different cytokines during the different stages of
disease. The presence of high amounts of TNF-o. and IL-10 in patients with
advanced disease reinforces in man the experimental data of association of
these cytokines with disease progression.




1. INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA DA TUBERCULOSE

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) revela que 1,7 bilhdo de individuos
estao infectados pelo Mycobacterium tuberculosis (M.tuberculosis), o que significa
que a cada trés habitantes do planeta, um se encontra infectado (PARRISH et
al.,1998). O agente causador da tuberculose humana tem sido o responsavel pela
morte de milhdes de pessoas em todo mundo. No ano de 1997, cerca de 7,2 milhGes
de pessoas desenvolveram tuberculose ativa. Deste total, 448.000 casos de
tuberculose ocorreram nas Américas, com 160.000 mortes (DOLIN et al.,1994).

No Brasil, a tuberculose também € uma das doengas infecciosas mais
prevalentes, apresentando altas morbidade e mortalidade. Cerca de 35 a 45 milhoes
de brasileiros estdo infectados pelo M. tuberculosis, e aproximadamente 100.000
desenvolvem tuberculose a cada ano, sendo que 4.000 a 5.000 morrem
(GERHARDT-FILHO et al.,1993). No Brasil, o risco de infec¢do é da ordem de
0,5%, nivel intermediario entre paises desenvolvidos e subdesenvolvidos. Nos
paises desenvolvidos o risco de infecgcao igual ou inferior a 0,1%, enquanto nos
paises  subdesenvolvidos estas cifras crescem para 2% a 2,5% ao ano
(GERHARDT-FILHO et al., 1993).

Um dos principais fatores que influi diretamente na prevaléncia da
tuberculose, no Brasil e no mundo, é a situagdo sécio-econémica da populagao.
Além da pobreza, a co-infecgao pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
contribui enormemente para o aumento no numero de casos da tuberculose
(GERHARDT-FILHO et al., 1993).

A associagao da tuberculose com a pobreza ficou evidente com a diminuigao



de casos desta doenca a medida que os paises se desenvolveram economicamente,
a exemplo dos Estados Unidos e alguns paises da Europa. Essas observagoes
induziram as autoridades da area de saude destes paises a afirmarem que a
tuberculose seria erradicada até o ano 2000, e isto desestimulou o desenvolvimento
de novas vacinas e drogas necessarias para o controle da tuberculose.

A partir de 1982, o surgimento de casos de individuos infectados pelo HIV ou
doentes com AIDS, afastou por definitivo as perspectivas de uma possivel
erradicagao rapida da tuberculose, mesmo nos paises ricos. Nos Estados Unidos,
antes de 1982 e, portanto antes da epidemia da AIDS, o numero de casos de
tuberculose estava diminuindo em 5% a cada ano. Entre 1985 a 1992 ocorreu uma
reversao e o numero de casos de tuberculose aumentou em 20% (FENTON et al.,
1996).

Segundo as proje¢oes da OMS, os nimero de casos acumulados entre 1995
até o ano 2000, inicialmente previstos em 7,5 milh6es de casos de tuberculose,
sofrera também acréscimo, sendo as projecdes atuais de 10,2 milhdes de casos.
Com base nestes dados, sdo esperadas também cerca de 3,5 milhées de mortes
por tuberculose até no ano 2000, cerca de 39% superior 0 nimero de mortes
ocorridos no ano de 1990. Durante o periodo de dez anos, que abrange de 1990 a
1999, estima-se que 88 milhdes de pessoas desenvolverao tuberculose (Quadro 1%)
e que 30 milhdes de pessoas morrerao por tuberculose (Quadro 1B) (FENTON et al.,

1997; MURRAY et al, 1997; DOLIN et al., 1994).
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Os numeros citados sao projegoes, pois a interferéncia de varios fatores
mencionados abaixo impedem a determinagao precisa da epidemiologia da
tuberculose no mundo (KOBZIK et al.,1994).

¢ as notificagdes de casos de tuberculose sao incompletas;

e apenas uma parcela de pessoas infectadas com M. tuberculosis manifesta a
doenga clinica em algum momento de suas vidas. Muitas destas pessoas
permanecem com uma infecgao assintomatica, sendo reatores aos testes
cutédneos com tuberculina, sem necessariamente desenvolverem a doenga;

e todas as pessoas infectadas permanecem indefinidamente com risco de
desenvolver a doenca.

O grande numero de infectados e doentes com tuberculose reforgca a
necessidade de novas vacinas e terapias para o controle da tuberculose no mundo.
Pelo seu baixo custo geral, se comparado ao custo do tratamento, as vacinas sao
as unicas alternativas para o controle da tuberculose nos paises pobres. Para o
desenvolvimento de uma vacina eficaz contra tuberculose, ha necessidade de se
conhecer os mecanismos protetores e imunopatoldgicos desta doenga em seres
humanos.

1.2 APRESENTACAO CLINICA DA TUBERCULOSE PULMONAR

A forma pulmonar é a mais comum manifestacao clinica da tuberculose, e
decorre de uma reativagdo da infecgdo primaria latente. A contencdo de uma
infecgdo latente depende da defesa imunoldgica dos individuos; no entanto, se
houver uma diminuigdo da resposta imune celular, ha uma reativagao local podendo,
por vezes, haver disseminagdo do bacilo para outros 6rgaos. Nos individuos
adultos, as lesbes tuberculosas ocorrem particularmente nos lobos superiores do

pulmao, onde o nivel de oxigénio é alto, o que favorece o crescimento bacilar.



A proliferagdo do bacilo no tecido pulmonar geralmente resulta em
caseificacdo, necrose caseosa no centro da lesao, seguida da formagao de material
caseoso liquido, que é expectorado, resultando na formagédo de uma cavitagao, que
em seguida é preenchida por ar no seu interior. Os bacilos se multiplicam
rapidamente na caverna e pode ocorrer disseminagao para novas areas do pulmao
através dos brénquios. Com a cura formam-se areas de fibrose (cicatriz tecidual)
mas observa-se também um quadro misto, onde algumas lesdes e fibrose sao
vistas ao lado de lesdes ativas ocorrendo ao mesmo tempo. Apds a fibrose, pode
haver calcificagcdes, que sao comumente visualizadas nas radiografias de individuos
curados de tuberculose. Estas lesées podem danificar as paredes bronquicas e
produzir bronquiectasias, que € o alargamento acentuado dos brénquios (KOBZIK
etal.,1994)

Os sinais e sintomas clinicos da tuberculose pulmonar sédo tao variados
quanto as lesdes anatdbmicas. A tuberculose primaria € usualmente um processo
silencioso. Em muitos casos, a infecgdo primdria é detectada apenas pelo teste
tuberculinico, ou detectado apés muito tempo através de calcificagdes focais no
parénquima pulmonar, que sao nitidamente observadas nas radiografias.
Ocasionalmente, a infecgao primaria pode causar febre e perda do apetite.

A tuberculose secundaria inicia na parte apical ou no segmento posterior de
um ou ambos os pulmoes. Os pacientes que apresentam esta forma da doenca tem
febre , sudorese noturna, fadiga, anorexia e perda de peso, freqlientemente
associado a tosse produtiva e algumas vezes a hemoptise.

O diagnéstico de tuberculose pulmonar pode ser confirmado pela
demonstragao do M. tuberculosis no escarro utilizando a coloragéo de Ziehl-Neelsen

ou pelo cultivo do bacilo em meio de cultura.



Estagios Clinicos da Tuberculose Pulmonar

As lesdes da tuberculose tem padrédo radiolégico diverso assim como suas
manifestagbes clinicas. Pela sua complexidade, nenhum sistema simples de
classificagéo pode dar a descricdo completa das lesdes. No entanto, a extens&o
total e a localizagéo da lesdo pulmonar pode ser feita apés avaliagéo radiologica do
térax , que & necessaria para observar a distribuicéo, além de observar a presenga
ou auséncia de cavitagao pulmonar.

Segundo as normas da “American Thoracic Society” (ATS) (1981), a
tuberculose pulmonar pode ser classificada de acordo com a extenséo da doenga
em trés estagios; minima, moderada e avangada, as quais estéo radiologicamente
representados nas figuras a seguir.

A tuberculose minima inclui lesdo de densidade pequena a moderada mas
sem cavitagdo aparente. Estas lesdes podem envolver uma parte pequena de um ou
ambos os pulmdes, mas a extensdo total e a distribuicdo ndo podem exceder o
volume do pulmdo em um lado. A lesdo esta presente acima da segunda jungéo
condrocostal e da apéfise espinhosa da quarta vértebra ou o corpo da quinta
vértebra toracica . O termo “minima” néo pode ser interpretado como risco minimo

ou atividade minima da doenga neste estagio.

' Foto 1: Estagio Minimo



A tuberculose moderada apresenta uma lesdo presente em um ou ambos os
pulmdes, mas a extensao total ndo excede os seguintes limites: lesdo disseminada
de pequena a moderada densidade que pode estender-se ao volume total de um
pulmédo ou o equivalente em ambos os pulmdes. Lesédo densa e confluente que
estdo limitadas na extensdo de um tergo do volume de um pulméao. O diametro total

da cavitagdo, se presente, deve ser menor que 4 cm.

FOTO 2: ESTAGIO MODERADO

A tuberculose avangada é caracterizada por apresentar lesbes mais extensas

que a moderada e apresenta cavitagdo maior que 4 cm .

FOTO 3: ESTAGIO AVANGADO



1.4 IMUNOLOGIA DA TUBERCULOSE

O M. tuberculosis apresenta a capacidade de disseminar-se por varios érgaos
e a ocorréncia da propagacao deste depende da habilidade ou ndao do hospedeiro
em controlar a doencga. Se o hospedeiro desenvolve uma resposta imune eficaz, a
infeccdo é controlada. Caso a resposta imune seja ineficaz, a possibilidade de
disseminagao do bacilo é aumentada. Desta forma, pode-se entender que existem
individuos capazes de manter controlado o bacilo, sugerindo que existe um
mecanismo de protegcdao contra o M. tuberculosis, e por esse motivo torna-se
imprescindivel o estudo da resposta imunoldgica contra esta micobactéria .

1.4.1 Papel do macréfago

A via de entrada mais comum para o M. tuberculosis é o trato respiratério. Na
infeccao inicial, ao serem inalados, os bacilos se alojam nos alvéolos pulmonares e
sao fagocitados pelos macréfagos ai residentes. Apds a fagocitose, parte dos
bacilos é destruida pelos mecanismos microbicidas macrofagicos e outra parte
permanece viva e se multiplica dentro dos fagolisossomas, ou escapam para o
citoplasma. No entanto, na maioria dos individuos infectados, os bacilos
permanecem em forma latente e estes nao desenvolvem doenga. Bacilos nao
fagocitados podem se multiplicar livremente na cavidade alveolar.

ARMSTRONG et al., (1975) demonstraram que a fusdo fagossoma-lisossoma
¢ inibida quando os macrofagos ingerem o M. tuberculosis. Ainda permanecem nao
esclarecidos os mecanismos pelos quais os lisossomas dos macréfagos infectados
pelo M. tuberculosis, os quais contém enzimas capazes de destruir os bacilos, nao
se fundem com os fagossomas onde eles estao contidos.

Adicionalmente, LEAKE et al.,(1984) demonstraram que o M. tuberculosis,

cepa H37Ryv, microrganismo virulento, pode romper os fagossomas dos macrofagos,



enquanto microrganismos avirulentos, cepa H37Ra, permanecem dentro do
fagossoma.

A multiplicagao bacilar resulta na morte do macréfago e consequentemente
na liberagao de lisossomas e seu conteudo enzimatico para o tecido adjacente que
induz destruicao tecidual. Forma-se entédo no local, uma reagao inflamatéria inicial e
inespecifica, com acumulo de polimorfonucleares neutréfilos no parénquima
pulmonar, que posteriormente se cronifica dando origem aos granulomas
(DANEMBERG et al., 1991)

A inflamagao granulomatosa é uma resposta inespecifica do hospedeiro, na
qual células T e macréfagos, em varios estagios de ativagdo, se aglomeram em
torno das células infectadas, formando uma lesao frouxamente organizada.

Macréfagos ativados produzem enzimas e radicais derivados do oxigénio, a
exemplo do peréxido de hidrogénio ou do nitrogénio, os quais sao eficientes para
eliminar varios microrganismos, incluindo o M. tuberculosis. As enzimas hidroliticas,
como a fosfatase acida e a lisozima, participam da destruigcao da parede celular.

Assim, na tuberculose, o macréfago alveolar tem papel direto na destruicdo
dos bacilos e, posteriormente, na resposta imune como célula apresentadora,
apresentando os componentes antigénicos do bacilo ao sistema imunoldgico
celular, representado principalmente por células linfocitarias CD4+. Quanto ao
sistema imune humoral, ha estimulagao de plasmécitos e a produgao de anticorpos.
Tais anticorpos, entretanto, ndo tem importancia na defesa contra a doenga, tendo
em vista que nao ha demonstragées de que estes neutralizam a multiplicagao bacilar
intracelular.

Para a maioria dos individuos com fungdo imune normal, a infecgéo inicial

pelo M. tuberculosis parece ser detida quando a imunidade mediada por células se
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desenvolve, apesar de pequenos nimeros de bacilos vidveis ainda permanecerem

dentro do granuloma.

1.4.2 Papel dos linfécitos CD4

A imunidade mediada por células desempenha um papel critico na resposta
protetora contra a tuberculose humana. Esta importancia pode ser observada em
pessoas infectadas com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), as quais
apresentam uma diminuigao de células CD4, ao mesmo tempo em que mostram um
aumento na susceptibilidade para o M. tuberculosis.

Os macréfagos processam antigenos e os apresentam as células T . As
células T CD4+, tidas como dominantes na imunidade contra micobactéria, apds
reconhecerem o antigeno no contexto do complexo MHC, tornam-se ativadas e
passam a secretar linfocinas. As citocinas mantém a ativagdo macrofégica, o
recrutamento de outras células e a proliferagao celular.

A resposta imune celular pode ser esquematizada em dois grandes ramos. A
resposta mediada por linfécitos TH-1, que secretam predominantemente IFN-y e IL-
2, que na tuberculose promovem a atividade micobactericida dos macréfagos
através da estimulagao da produgédo de produtos toxicos, e favorecem a fusdo do
lisossoma, resultando na destruicao dos bacilos. A resposta do tipo TH-2 por sua
vez, é representada pela predominancia da produgao de IL-4, IL-5 e IL-10, citocinas
que além de promoverem uma grande produgao de anticorpos, sao deativadoras de
macroéfagos o que favorece o crescimento bacilar. Estas citocinas ndo tém papel
protetor na tuberculose, desde que sédo deativadoras dos macréfagos, favorecendo

o crescimento bacilar.
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1.4.3 Linfocitos T

A habilidade de um hospedeiro controlar a infecgao pelo M. tuberculosis
reside na sua capacidade de montar uma resposta imune eficaz. A imunidade celular
se desenvolve quando as células T se tornam sensibilizadas apds reconhecerem
seu antigeno especifico e, entao, liberam mediadores que modulam a fungédo do
macréfago (MENDEZ-SAMPEIRO, et al, 1995).

Linfécitos T CD4+ off sao freqlientemente encontrados em pacientes com
tuberculose (COOPER et al.,1995). Estes linfécitos proliferam e produzem citocinas
quando estimulados por antigenos micobacterianos in vitro. No entanto, existem
subpopulagcées destes linfécitos T, o que sugere a possibilidade de haver uma
distingao em seus papeéis na doenga e na protecao induzida por vacinas.

Uma percentagem menor de linfécitos T apresentam receptores com cadeias
v/6. Esta populagao de células pode ser estimulada por componentes lipidicos da
parede de micobactérias e proteinas de estresse (hsp) além de outros antigenos
micobacterianos (KAUFMANN, 1995). Seu papel na resposta imune contra
micobactérias aparentemente é no inicio da infec¢gdo, mas estas células podem ser
ativadas quando os bacilos sao reintroduzidos mais tarde (SIFFORD &
BATES,1991).

Linfécitos CD4+ diferem dos linfécitos CD8+ na maneira de reconhecer
antigenos. Os linfécitos CD4+ reconhecem antigenos no contexto do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) classe Il, enquanto linfécitos CD8+
reconhecem antigenos associados ao MHC classe |.

Sabe-se que linfécitos CD8+ sao capazes de reconhecer e destruir

macrofagos infectados pelo M. tuberculosis (COOPER et al.,1995). Estas células sao
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mais frequentes no pulmao de pacientes com tuberculose ativa se comparado a
pacientes com tuberculose inativa (TAHA et al, 1997). Estes autores puderam
constatar o aumento de CD8+ através da andlise das células presentes no lavado

broncoalveolar destes dois grupos de pacientes.

1.4.4 Regulagédo da resposta imune em pacientes com tuberculose

O M. tuberculosis ao ser inalado, atinge os pulmdes, onde é ingerido por
macrofagos alveolares. Apds a penetragdo do bacilo nos macréfagos do pulmao
pode ocorrer a produgdo de enzimas proteoliticas e outros metabdlitos que mostram
efeitos micobactericidas e/ou produgdo de mediadores (citocinas) pelos macréfagos
em resposta ao M. tuberculosis (BARNES et al.,1993). As citocinas tém a
capacidade de exercer efeitos imuno-regulatérios e mediar muitas manifestagdes

clinicas da tuberculose (HO el al., 1997).

O papel de macréfagos e as citocinas produzidas por estas células em
resposta a infecgdo pode interferir na resposta de celulas T (JONHSON et al., 1994).

Macréfagos infectados pelo M. tuberculosis produzem citocinas como IL-1, IL-10 e
TNF-a, enquanto que mondcitos expostos ao PPD secretam IL-1, IL-6, IL-10, TNF-o
E TGF-B. (TOOSSI et al.,1997).

Citocinas imuno-supressoras, como IL-10 e TGF-B, sdo produzidas por
macrofagos no sitio da doenga, principalmente, para reduzir a inflamagao excessiva
e destruicao tecidual (BARNES et al, 1993; TOOSSI et al., 1997), e suprimir a
resposta proliferativa e a produgao de IFN-y pelos linfécitos T reativos aos produtos
micobacterianos (HIRSCH,C.S. et al., 1996). Estas citocinas podem modular a
resposta imune e limitar a extensdo da destruicao do tecido. Por outro lado, a

produgcdo excessiva de citocinas imuno-supressoras pode resultar na falha do
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controle da infecgao.

Observa-se também a expressao de IL-10 inibindo a produgédo de citocinas
por mondcitos e linfécitos. A IL-10 pode ser produzida por macréfagos infectados por
micobactérias. O efeito inibitério desta citocina tem sido demonstrado na literatura
(FIORENTINO et al,1991). A presenga da IL-10 pode suprimir a proliferagao
linfocitaria (BARNES et al., 1993) e suprime a produgéo de IFN-y pelos linfécitos T
CD4+. Neste contexto, esta citocina pode regular a resposta TH1 observada no sitio
da infeccao por micobactéria (BARNES, 1994).

Dentre as citocinas imuno-supressoras esta também o TGF- que é produzida
constitutivamente por monécitos de pacientes com tuberculose. A produgéo local de
TGF-B pode resultar em deativagdo de macréfagos e em imuno-patologia. Além da
inibigdo da fungdo do macréfago, o TGF-B é também capaz de suprimir a produgao
de células T (DING et al.,1992; PALLADINO et al., 1990).

As citocinas tipo TH1, como IFN-y, podem aumentar a apresentagdo de
antigenos, estimular a atividade microbicida dos macréfagos infectados e aumentar
a produgédo de monocinas. Entretanto, a resposta imune protetora pode também
causar necrose tecidual significativa, bem como efeitos sistémicos a exemplo de
febre, perda de peso decorrente principalmente da liberagao de citocinas como TNF-
o na circulagao (BEUTLER & CERAMI,1987).

O TNF-a associa-se ao IFN-y para aumentar a produgdo de metabdlitos do
oxido nitrico (DING et al.,1992) e matar micobactérias (BERMUDEZ et al., 1995). O
TNF-a tem importante papel no recrutamento de outras células para o foco
inflamatério, formando o granuloma, além de contribuir para a destruicao intracelular
dos bacilos (KINDLER et al.,1989). TNF-a e IL-12 juntos induzem a produgao de

IFN-y pelas células NK, o qual potencializa a atividade microbicida dos macréfagos
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(D'ANDREA et al.,1993). A produgcdo do TNF-a por mondcitos € aumentada em
pacientes com tuberculose (TAKASHIMA et al.,1990; OGAWA et al., 1991).

Outros elementos, além das citocinas, podem ter influéncia na resposta
imune. Carboidratos, componentes glicolipidicos das paredes das micobactérias,
bem como proteinas secretadas, podem disparar os efeitos imuno-supressores dos
macréfagos em pacientes com tuberculose. A lipoarabinomanana (LAM), um
heteropolissacaride complexo, esta encaixado na membrana celular da micobactéria
e suprime a resposta proliferativa para o M. tuberculosis (MORENO et al.,1988),
possivelmente induzindo diretamente macréfagos a liberarem citocinas imuno-
supressoras como a IL-10 (BARNES et al.,1993). A LAM inibe a produgao de IFN-y
por macrofagos, liga-se aos radicais livres de oxigénio impedindo uma maior
destruicao dos patégenos intracelulares e induz a producao de TGF-B (DAHL, et
al.,1996).

Sabe-se que pacientes com tuberculose tém uma supressdo parcial da
resposta imune, que se caracteriza pela diminuicdo da hipersensibilidade tardia
(DTH), diminui¢cao da resposta proliferativa ao PPD e da produgao de IL-2 e IFN-y
(TOOSSI et al.,1997). Ha relatos também de aumento de IgG, IgM e IgE para alguns
antigenos, como reflexo de uma ativagao policlonal B (HUSSAIN et al.,1995).

A resposta imunolégica de individuos infectados que desenvolvem ou nao a
tuberculose é objeto de diversos estudos. O que conduz esta necessidade é o
desconhecimento da resposta imunoldgica definida pelos individuos que mantém a
bactéria numa forma latente, ou aqueles individuos que, apesar da imunidade celular

preservada, nao conseguem controlar a doenga, desenvolvendo os estagios clinicos

minimo, moderado e avangado.
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Os estudos que tratam da producgéo de citocinas por células T em humanos
T resposta ao M. tuberculosis sao conflitantes. Alguns deles indicam que clones
2 células T reativas ao M. tuberculosis, estimulados in vitro, apresentam resposta
H, , produzindo altas concentragdoes de IFN-y, e baixas concentragdes de IL-4 e
-5 (DEL PRETE et al., 1993; HAANEN et al.,1991). Por outro lado, outros estudos
emonstram que clones de células T reativas ao M. tuberculosis secretam |IFN-y e
--4 (BOOM et al., 1991), ou ainda IFN-y, IL-2, IL-5 e IL-10 (BARNES et al.,1993),
itocinas produzidas na resposta TH1 eTH2

A contradicao desses estudos pode refletir a resposta das subpopulag¢des de
:élulas T in vitro, mas pode nao refletir os eventos in vivo e isto é critico na
waliagao da resposta imunolégica em pacientes com tuberculose pulmonar. Por
1sse motivo, torna-se necessdrio o desenvolvimento de novas técnicas para
wvaliagao imunoldgica dos individuos que controlam ou nao a proliferagao bacteriana

1a tuberculose pulmonar.
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2. OBJETIVOS

A hipétese do nosso estudo é de que os niveis de citocinas variam em
diferentes estagios clinicos da tuberculose pulmonar, com implicagées na resposta

imunolégica dos pacientes ao Mycobacterium tuberculosis.

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a producdo de citocinas ativadoras e deativadoras de macrofagos e
inflamatdrias, em diferentes estagios clinicos da tuberculose pulmonar humana, pelo

uso da técnica de sangue total.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Dosar as citocinas interferon-gama (IFN-y), fator de necrose tumoral alfa (TNF-o)
e interleucina-10 (IL-10), produzidas pelas células do sangue de pacientes em
diferentes estagios da tuberculose pulmonar humana, em resposta ao PPD e filtrado

de cultura de M. tuberculosis in vitro:

a) correlacionar a produgao destas citocinas com a classificagdo clinico-radioldgica

da ATS para tuberculose pulmonar.

b) avaliar se os antigenos citados induzem a produgao diferenciada de citocinas
que indiqguem protecdao (IFN-y), dano tecidual (TNF-a) ou supressdo da

imunidade celular (IL-10) ;
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3. JUSTIFICATIVA

A tuberculose continua sendo um importante problema para a saude publica
no Brasil e no mundo. Atualmente, a epidemia de AIDS e o aparecimento de cepas
do M. tuberculosis resistentes as drogas, indicam um estado de emergéncia . A falta
de uma vacina eficaz e, principalmente, o desconhecimento dos mecanismos
imunoldgicos operantes na infecgdo e nas manifestacées desta doenca, sao
impecilhos para o seu controle e para uma possivel erradicagdo no futuro.

Para a avaliagcdo da eficacia de novas vacinas contra a tuberculose ha
necessidade de se conhecer primeiramente qual é a resposta imune protetora, tanto
nos individuos que mesmo infectados nao desenvolvem doenga, como naqueles que
tém a forma de tuberculose menos grave. E ainda importante avaliar os mecanismos
protetores induzidos pelo BCG.

A necessidade de conhecer a imunopatologia da tuberculose justifica o estudo
do papel de citocinas imuno-moduladoras da resposta imune em individuos
infectados e em pacientes com as varias formas de tuberculose.

Para enfrentar o problema da tuberculose serao necessarias novas vacinas e
novas drogas ou novos esquemas de tratamento. Para o desenvolvimento de novas
vacinas existem dificuldades importantes, tais como:

e a avaliagao deve ser feita através de marcadores de protecao, visto que os
ensaios de protecdo efetiva contra tuberculose necessitarao de grandes
populagdes e acompanhamento prolongado;

e 0 método a ser utilizado deve ser de facil realizagao para permitir a avaliagao de
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grande numero de individuos;

e o0s resultados dos testes a serem empregados deverdo ser reprodutiveis em
diferentes regides.

Por estas razdes, faz-se necessario a padronizagdo de um ensaio de avaliagao
da imunidade celular que seja rapido e de facil aplicagao em grandes grupos
populacionais.

Estudos realizados utilizando-se células mononucleares de sangue periférico
demonstram uma contradi¢ao na resposta imune ou das subpopulagdes de células
T, tendo em vista que nao reproduzem o que acontece in vivo . Entretanto, a técnica
de sangue total vem sendo desenvolvida para avaliagdo da resposta imune em
doengas como meningite (PRINS et al., 1998), herpes virus (CHIU et al., 1998), etc.
Esse estudo envolveu a técnica de sangue total, que como outras, apresenta
vantagens e desvantagens.

A técnica de separagao de células mononucleares purificadas do sangue
periférico apresenta como vantagens a possibilidade de ajuste no niumero de células
e uma menor interferéncia de outras populagées de células. Ja a técnica de sangue
total tornou-se vantajosa por apresentar maior rapidez no seu procedimento, o que
garante um trabalho com maior numero de individuos, desta forma facilitando o
desenvolvimento dos estudos de vacinas. Essa técnica também utiliza uma
guantidade de sangue menor por nao exigir a separagdo de células no seu
desenvolvimento, e permite uma reprodugdo mais eficaz do que ocorre in vivo.

A Organizagcdo Mundial de Saude propds a realizagdo de um estudo
multicéntrico em diferentes regides do mundo, para avaliagdo da exequibilidade da
técnica de produgdo de citocinas no sangue total de pacientes com diferentes

estagios clinicos da tuberculose pulmonar humana, com a finalidade de verificar a



19

possivel existéncia de um balango entre as citocinas envolvidas na resposta
imunolégica dessa doenga. O presente trabalho faz parte deste estudo

multicéntrico.
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4. CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

4.1 PACIENTES

Participaram do presente estudo vinte e dois pacientes com tuberculose
pulmonar. Os pacientes foram avaliados por critérios bacteriolégicos (cultura e
baciloscopia) e classificados de acordo com as normas da American Thoracic
Society com base em observagdes radiolégicas. Sete pacientes foram classificados
no estagio minimo de tuberculose pulmonar, oito pacientes com estdgio moderado
de tuberculose pulmonar e sete pacientes com estagio avancado de tuberculose
pulmonar.

Os critérios de inclusao utilizados foram:

e diagnostico recente (menos de um més de tratamento);
e exame de escarro positivo;
e reatividade ao teste de PPD;

e idade abaixo de 65 anos (anexo);

Os critérios de exclusao foram:
e cultura negativa para M. tuberculosis;
e positividade na sorologia para HIV;
e presencga de doenca crbnica (neoplasia, diabetes, etc.);
¢ presenca de histéria prévia de tuberculose;

e presenga de desnutricao grave.
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4.2 METODOS

4.2.1 Reagentes e estimulagao

Cada paciente foi submetido a coleta de 03 mililitros de sangue periférico por
venopungdo com tubo vacutainer ( Vacuum Il — Labnew), usando heparina como
anticoagulante. O processamento do material foi realizado dentro de um periodo de
duas horas. Dois ml de sangue foram utilizados para a avaliagdo hematoldgica
(anexo ), e 1ml foi reservado para avaliagédo, imunoldgica como indicado:

Um mililitro de sangue foi diluido (1:10) em RPMI completo (RPMI, L-
glutamina 2 mMol/mi, penicilina 50 U/ml e gentamicina 5ug/ml — GIBCO
Laboratories; Grand Island, EUA), suplementado com 10% de soro bovino fetal
normal inativado pelo calor. Aliquotas de 1 mililitro foram cultivadas em estufa de
CO; a 37°C em placas de 24 pogos (Falcon), seguindo as seguintes condigdes: um
pogo com 1 mililitro de sangue diluido e sem estimulo; um pogco com 1 mililitro de
sangue diluido e estimulado com 20 ug/ml de PPD (Statens Serum Institute, estoque
10 mg/ml) | e um pogo com 1 mililitro de sangue diluido e estimulado com 5ug/ml de
filtrado de cultura de M. tuberculosis (H37Rv, University of Colorado, estoque 1
mg/ml), concentragdes estabelecidas pela OMS por se tratar de um estudo
multicéntrico com protocolo igual para todos os participantes.

Os sobrenadantes foram colhidos apds 72 horas, separados em quatro

aliquotas de 250pl e estocados a -70°C até a realizagdo dos testes.
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Avaliacdo da producéao de citocinas

Os sobrenadantes provenientes do sangue total foram testados por um ensaio
imuno-enzimatico para citocinas. Este ensaio é utilizado pela rapidez, especificidade,
sensibilidade e reprodutibilidade. Foram utilizados os seguintes kits para a
determinagéo dos niveis de citocinas: Human Elisa IFNy (Endogen, MA), TNF Kit e
Interleukin-10 Kit (Genzyme, MA). Foram seguidas as instrugées especificadas por
cada fabricante. Todos os ensaios consistiram de ELISA tipo “sanduiche”, onde os
sobrenadantes das culturas foram incubados em placas de 96 pogos previamente
sensibilizadas com anticorpo anti-citocina especifico (para IFN-y, IL-10 ou TNF-a) e
depois expostos a um segundo anticorpo anti-citocina especifico conjugado a
peroxidase (Quadro 1). A extensdo da reagdo de degradagéo do substrato peréxido
de hidrogénio, em contato com os anticorpos marcados com peroxidase, era
determinada pela variagdo da coloragéo do TMB (3,3',5,5'- Tetramethyl - Benzidine -
1mg/Sigma) . A reagdo era interrompida com a utilizagéo de acido sulfurico 2N e a
intensidade de coloragédo era determinada em espectrofotdmetro de placa a 405 nm
(Molecular Devices E max ). Os resultados foram entdo analisados com o auxilio do
programa SoftMax (Molecular Devices). Foi utilizada uma curva padrdo para

obtencédo dos resultados em pg/ml.

o
%
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Figure 1. Figure 2. Figure 3.
mAb coated well add sample waeh

Quadro 1. Esquema ilustrando as etapas de realizagdo do ensaio de ELISA
“sanduiche”. Adaptado de http://cytokine.rndsystems.com/cyt_cat/cyt_cat.html.
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4.3 ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise estatistica aplicou-se o teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis
seguido do teste de Dunn que compara os grupos envolvidos no estudo. Foram
considerados significativas as diferengas, quando p< 0,05. Tendo em vista a

dispersao dos dados apresentados, os resultados foram expressos em mediana.
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5. RESULTADOS

A produgdo de IFN-y em resposta ao estimulo com PPD in vitro foi de
861pg/ml, 255 pg/ml e 56 pg/ml nas culturas do sangue obtidas de pacientes nos
estagios de tuberculose minima, moderada e avangada, respectivamente e em
resposta ao filtrado de cultura de M. tuberculosis foi de 642 pg/ml, 13 pg/ml e 189
pg/ml para os mesmos estagios clinicos. Esses resultados estdo representados
graficamente na Figura 1. As diferencas entre os grupos nao atingem significancia
estatistica (p > 0,05). Apesar disto, quando comparamos pacientes com tuberculose
minima e avancgada, podemos observar que quatro dos sete pacientes com a forma
minima produzem niveis de IFN-y iguais ou maiores que 500 pg/ml; somente um dos
sete pacientes com a forma avangada produziu mais de 500pg/ml de IFN-y. A
produgcao de IFN-y em resposta ao filtrado de cultura do antigeno total de M.
tuberculosis (Fig.1) demonstra que a resposta de pacientes com a forma minima foi
maior que a de pacientes com estagio moderado ou avangado , mas a diferenca nao
foi estatisticamente significante.

O TNF-a foi também detectado nos sobrenadantes dos cultivos do sangue de
pacientes com tuberculose pulmonar em resposta ao PPD ou filtrado de cultura do
M. tuberculosis. Os niveis de TNF-a encontrados em resposta ao PPD foram de
30pg/ml, 70pg/ml e 68 pg/ml e em resposta ao filtrado de cultura de M. tuberculosis
foram de 95 pg/ml, 59 pg/ml e 236 pg/ml respectivamente em pacientes com
tuberculose pulmonar minima, moderada e avangada (Fig.2), embora as diferengas
nao tenham sido estatisticamente significante. Ao contrario do IFN-y, os niveis de
TNF-o, em resposta aos estimulos estudados, foram maiores nos estagios mais

avangados de tuberculose pulmonar, € menor nos pacientes com menor extensao

pulmonar da doenca
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Figura 1. Niveis de IFN-y detectados nos sobrenadantes de cultivos de células do
sangue de pacientes com diferentes estagios da tuberculose puimonar. Resposta ao
PPD ao filtrado de cultura do M. tuberculosis (M.tb).
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Figura 2. Niveis de TNF-o detectados nos sobrenadantes de cultivos de células do
sangue de pacientes com diferentes estagios da tuberculose pulmonar. Resposta ao
PPD ao filtrado de cultura do M. tuberculosis (M.tb).
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Os sobrenadantes da cultura de pacientes com tuberculose pulmonar apés
estimulagdo com PPD ou filtrado do M. tuberculosis também continham IL-10. Os
niveis de IL-10 apés estimulo pelo PPD foram de 19pg/ml, 16 pg/ml e 38pg/ml nos
pacientes com estagio minimo, moderado e avangado, respectivamente (Fig. 3).
Estas células estimuladas com PPD demonstraram que a produgao de IL-10 foi
discreta nos estagios minimo e moderado, porém bastante importante no avangado,.
Células de pacientes com tuberculose produziram 25 pg/ml, 19 pg/ml e 4 pg/ml de
IL-10 nos estagios minimo, moderado e avangado, respectivamente, com estimulo
de M.tb. As diferengcas nao foram estatisticamente significantes, mesmo se
compararmos a quantidade de IL-10 detectada nos pacientes com tuberculose
minima com os niveis detectados em pacientes com tuberculose avangada,
independente do estimulo in vitro.

Com objetivo de analisar comparativamente o balan¢o entre duas das mais
importantes citocinas para a imuno-regulagdo da tuberculose humana, . foram
construidos graficos comparando-se os niveis de IFN-y e TNF-a presentes nos
cultivos. A Figura 4 mostra estas comparagdes em resposta ao PPD ou filtrado do
M. tuberculosis, respectivamente. Nelas observa-se que a medida que aumenta a

extensao da doenga, diminuem os niveis de IFN-y e aumentam os niveis de TNF- a.
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Figura 3. Niveis de IL-10 detectados nos sobrenadantes de cultivos de células do
sangue de pacientes com diferentes estagios da tuberculose pulmonar. Resposta ao
PPD ao filtrado do M. tuberculosis (M.tb).
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Figura 4. Comparagéo dos niveis de IFN-y e TNF-a produzidos em resposta ao PPD
e M.tb, detectados nos sobrenadantes de cultivos de células do sangue de pacientes
com diferentes estagios da tuberculose pulmonar. Cada ponto representa a
mediana do grupo.
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A Figura 5 representa comparativamente os resultados de IFN-y e IL-10
obtidos de pacientes com diferentes estdgios da tuberculose pulmonar estimuladas
com PPD ou filtrado de cultura do M. tuberculosis. Nestes graficos visualiza-se
melhor a tendéncia crescente dos niveis de IL-10 com o progresso da doenga, e o
aspecto inverso dos niveis de IFN-y apés o estimulo por PPD. O estudo pelo
antigeno de M.tb mostra uma queda nos niveis de ambas as citocinas com a
progressao da doenga.

Neste estudo procuramos observar também se a razdo das concentragées
entre IFN-y e TNF-a difere com os diferentes estagios da tuberculose pulmonar. Na
Figura 6 observa-se que a média das razdes entre estas duas citocinas diminui
consideravelmente a medida em que a tuberculose se torna mais extensa no
parénquima pulmonar. Esta razao em resposta ao PPD foi de 11 + 10 pg/ml em
pacientes com estadgio minimo e de 2 + 2 pg/ml em pacientes com estagio
avancado. Nao houve diferenga estatistica entre essas razdes (p > 0,05, teste de
Mann-Whitney). A razao entre IFN-y e TNF-a nos cultivos de células estimuladas
com filtrado de cultura do M. tuberculosis foi menor se comparada ao PPD. No
entanto, o balango entre IFNy e TNF-a fica evidente quando se correlaciona a razao
das concentragdes entre estas citocinas e a extensao da tuberculose. Pacientes com
comprometimento minimo tem maior razao IFN-y/TNF-a do que pacientes com

estagios avangados, onde existe grande comprometimento do pulmao.
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Figura 5. Comparagéo dos niveis de IFN-y e IL-10 em resposta ao filtrado de cultura
do PPD e M. tuberculosis presentes nos sobrenadantes de cultivos de células do
sangue de pacientes com diferentes estagios da tuberculose pulmonar. Cada ponto
representa a mediana do grupo.
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Na Figura 6 observam-se as correlagdes lineares das razdes IFN-y/TNF-a
obtidas com ambos antigenos, PPD e filtrado de cultura do M. tuberculosis, com 0s
estagios clinicos da tuberculose pulmonar. Independente do estimulo in vitro nota-se
que ambas as correlagbes sao inversas, ou seja, a medida em que o
comprometimento pulmonar é mais extenso as razdes moleculares IFN-y/TNF-a
diminuem. A correlacao linear, figura 6 (A e B), obtida entre as razdes destas
citocinas secretadas em resposta ao PPD in vitro e os trés diferentes estagios
clinicos foi estaticamente significante ( p = 0,01). A correlagéo linear obtida com as
citocinas e os estagios em reposta ao antigeno total , figura 6 (C e D) também é
inversa , embora nao tenha alcangado niveis de significancia estatistica (p = 0,057).
A correlacao linear entre as razées IFN-y/IL-10 foi negativa quando estimulada por
PPD, embora sem significancia estatistica ( p = 0,25) e positiva quando o estimulo

foi o filtrado de cultura do M. tuberculosis (p = 0,22) ( Fig.7).
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~igura 6. Razdo das concentragdes entre IFN-y e TNF-a nos diferentes estagios da
uberculose pulmonar. A e C representam a resposta in vitro ao PPD e filtrado de

cultura do M. tuberculosis respectivamente.

B e D representam graficamente as

correlagdes lineares entre as razées moleculares e os estagios da doenga.
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Figura 7. Correlagao linear das razdes entre as concentrages de IFN-y e IL-10 nos
diferentes estagios da tuberculose pulmonar em resposta ao PPD e ao filtrado de
cultura do M. tuberculosis (A e B, respectivamente).
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6. DISCUSSAO

Nesse estudo, avaliamos a produgao de citocinas consideradas importantes
para a resposta imune de pacientes com tuberculose pulmonar. Utilizamos
pacientes bem caracterizados em diferentes estagios clinicos da tuberculose
(segundo a classificagao da ATS). Uma caracterizagdo precisa dos pacientes nem
sempre foi realizada em estudos anteriores. Qutro aspecto a salientar no presente
estudo € a utilizagao do cultivo de sangue nao fracionado, e estimulado in vitro, para
avaliagao da imunidade celular.

No presente estudo, os niveis de citocinas produzidas pelas células do
sangue total foram obtidas em resposta ao PPD e M.tb. A comparagao entre o perfil
destas citocinas induzidas por estes antigenos revela que o antigeno total tem
capacidade relativamente maior de induzir TNF-o (30 pg/ml x 95 pg/ml; 68 pg/ml x
236 pg/ml), em células de pacientes com as formas minima e avangada em resposta
ao PPD e M.tb, respectivamente.

As diferengas na produgao de IFN-y, TNF-o. ou IL-10, entre os diferentes
grupos estudados, ndo foram estatisticamente significantes, embora sejam
observadas tendéncias de reducdo do IFN-y e aumento de TNF-o. e IL-10 nos
quadros mais avangados da tuberculose pulmonar. A falta de significancia estatistica
pode se dever ao pequeno numero de pacientes em cada grupo, associado a
dispersao dos dados. Tal dispersdao é observada normalmente em estudos com
pacientes devido a heterogeneidade de populagéo.

Como as citocinas nao atuam isoladamente, o resultado final de sua agao
depende da sua concentracao relativa em relagdo a outros produtos. Visando

expressar este balanco, trabalhamos com as razées dos niveis de citocinas.
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Adicionalmente, a razao apresenta a vantagem de reduzir a dispersao dos dados.
Este elemento explica, em parte, que as comparagGes das razdes atinjam niveis de
significancia estatistica quando os valores isoladamente nao atingiram.

A escolha das razdes de IFN-y/TNF-o. e IFN-y/IL-10 deve-se ao conhecimento
prévio da agao destas citocinas, e o seu possivel envolvimento na tuberculose.

Os relatos de DEL PRETE et al., (1993) sobre a participa¢do de citocinas
regulatérias e inflamatodrias sugerem que estes produtos podem exercer diferentes
papeis na resposta imune em pacientes com tuberculose pulmonar. O IFN-y parece
estar mais envolvido com protecdo, enquanto o TNF-o esta aparentemente
relacionado com dano tecidual e a IL-10 participa na supressdo da imunidade
celular.

O IFN-y é a citocina imuno-regulatéria mais potente na ativagdo de
macréfagos pois, além de aumentar a sua ativagdo, aumenta a apresentagao de
antigeno pelos macréfagos (BERMUDEZ & KAPLAN, 1995).

O papel do IFN-y na imunidade protetora tem sido demonstrado mais
claramente em modelos murinos da tuberculose (YANG et al.,1998).0 papel do IFN-
Y na imuno-regulagdo da tuberculose humana nao foi ainda completamente
esclarecido. Sabe-se que individuos doentes produzem IFN-y, no entanto, a
presenca de um defeito genético que resulta em alteragéo do receptor desta citocina
favorece doencas micobacterianas (BELLAMY,1998). Sabe-se também que
pacientes com tuberculose multi-resistente se beneficiam com o tratamento com
IFN-y recombinante (BLACK et al.,1987)

Segundo nossos resultados, as concentragées de IFN-y sao variaveis
dentro dos estagios clinicos da doenga. A tuberculose no estagio minimo apresenta

niveis de IFN-y mais elevados quando comparados com os estdgios moderado e
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avangado. Isto sugere que a evolugdo da doenga pode sofrer influéncia da
concentragao desta citocina, € nossos dados apontam para isso. SODHI et al,
(1997) demonstraram que pacientes com tuberculose grave apresentam uma
redugcdo na producdo de IFN-y por células mononucleares purificadas. Esses
achados sao concordantes com nossos resultados, e os achados do nosso estudo
indicam que uma redugao nos niveis de IFN-y podem estar associados ao estagio
avancado da tuberculose pulmonar.

Estudos realizados por ZHANG et al.,(1995), revelam que as concentragdes
de IFN-y em pacientes saudaveis respondedores ao PPD (PPD+ )foram altas e que
a producao de citocinas como IFN-y e |IL-2 estavam diminuidas em pacientes com
tuberculose. ROBINSON et al.,(1994), mostraram que a maior parte das células do
lavado expressam IFN-y e esta expressao pode contribuir para a resposta imune
celular local na tuberculose pulmonar.

A IL-10 é conhecida como reguladora negativa da expansao de células TH1.
Ela participa inibindo a atividade de macrdéfagos in vitro o que provavelmente
contribui para a sobrevivéncia da micobactéria no interior da célula (MURRAY et
al,1997). Nossos estudos mostram que a medida que a doenga evolui as
concentragoes de IL-10 aumentam.

Estudos realizados por FIORENTINO et al., (1991) revelam que a potente
acdo da IL-10 em macréfagos, particularmente na produgdo de monocinas,
desempenha importante papel nao apenas na regulagdo da resposta de células T,
mas também na resposta inflamatéria local. D’ANDREA et al.,(1993), em seu estudo,
sugeriu que a inibicao de IFN-y pela producdo de IL-10 é fundamentalmente
importante para o bloqueio da produgao de IFN-y, e de moléculas co-estimulatérias.

Estes achados contribuem para a interpretagcdo dos nossos resultados, tendo em
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vista que pacientes com doen¢a mais grave, com maior comprometimento pulmonar,
apresentam concentragoes de IL-10 maiores que pacientes com doenga minima.

Os nossos dados mostram que TNF-a e IL-10 estao mais elevados nas fases
mais avancadas da doenca, e podem estar contribuindo para a progressao da
patologia. Estudos realizados por DONNELLY et al.,(1995), indicam que a produgéo
da expressao de IL-10 endégena. E possivel que na auséncia de IL-10 nos
estagios avancados da tuberculose, a produgao de TNF-a fosse ainda maior. Neste
caso a IL-10 poderia estar desempenhando um papel duplo. Por um lado, facilita a
multiplicacao bacilar, e por outro limita o dano tecidual ao reduzir a producao de
TNF-a. De toda forma, esta hipdtese necessita ser avaliada experimentalmente.

O TNF-a é uma citocina pré-inflamatdria, altamente pirogénica, que induz a
perda de peso e participa na formagao de granulomas (SMITH et al.,1997). Seu
papel no granuloma deve-se ao macréfago, que contribui para a contencéo da
infecgao pela micobactéria ( BARNES et al., 1993). VALONE et al.,(1988),
demonstraram recentemente que tanto M. bovis (BCG) quanto produtos
micobacterianos podem induzir diretamente a produgdo de TNF-a.  em mondcitos e
macrofagos alveolares . A formagao de granuloma em resposta a infecgao com BCG
pode ser abolida com a administracdo de anticorpos anti-TNF-oo em
camundongos(MARINO et al.,1997).

O papel protetor do TNF-o na tuberculose murina pode ser evidenciado nos
ensaios de bloqueio desta citocina com anticorpos neutralizantes durante a infec¢do
in vivo, quando ocorre aumento da carga bacilifera, como foi demonstrado por
KINDLER et al.,(1989). No entanto o papel benéfico do TNF-a ndo tem sido evidente

em pacientes com tuberculose pulmonar. Nosso estudo revela que pacientes com
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estagio avancado da doenga apresentam concentragdes elevadas de TNF-a e, em
contrapartida, pacientes com estagio minimo apresentam baixas concentragdes
desta citocina.

Utilizando um sistema in vitro, FLESH et al, (1990) demonstraram que o
efeito micobacteriano do TNF-o, depende do IFN-y. E possivel, assim, que a reducéo
da produgdao do IFN-y observado nos pacientes com a forma avangada da
tuberculose limite os efeitos benéficos desta citocina, e sejam mais evidentes os
efeitos deletérios de lesao tecidual. SILVER et al., (1998).; HERNANDEZ-PANDO et
al.,(1994) relataram que o TNF-a pode desempenhar um papel de protegao na
infecgdo por Mycobacterium tuberculosis, mas esta citocina também desempenha
importante papel no desgaste e necrose tecidual que caracteriza a tuberculose
ativa, o que reforca a nossa hip6tese (Esquema 01).

Uma consideravel liberagdo de TNF-a e sua relagdao com necrose, febre e
perda de peso na tuberculose ja foi relatada (HERNANDEZ-PANDO et al., 1994;
JEUFFERMANS et al, 1998). Esses dados apresentam concordancia com nosso
estudo, tendo em vista que pacientes com tuberculose minima apresentam niveis
baixos de TNF-a e aqueles com tuberculose avangada apresentam titulos mais
elevados desta citocina. Nos casos de les6es minimas ha auséncia de cavitagao
caracteristica da formacéo de necrose caseosa. A medida que a doenga se torna
mais grave o comprometimento do parénquima pulmonar também evolui chegando a
atingir cavitagdo com dimensdes acima de 4mm de diametro, caracteristico da
tuberculose no estagio avangado, e nestes casos os niveis de TNF-a sdo mais
elevados.

Diversos estudos vem sendo realizados utilizando drogas capazes de inibir a

acao do TNF-a, a exemplo da talidomida. Esta droga é um potente agente imuno-
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supressor que causa a redugdo de mondcitos do sangue periférico, bem como a
inibicdo da quimiotaxia de neutréfilos (HASLETT et al., 1997) . A talidomida regula
a expressdo de marcadores de superficie de mondcitos, bem como a expresséo de
moléculas de adesdo de linfécitos, mondcitos e granulécitos, além de inibir a
producdo de TNF-a por células mononucleares (HASLETT et al., 1998). O uso da
talidomida em pacientes levou a ganho de peso e diminuigéo da sintomatologia na
tuberculose humana (KAPLAN et al., 1994 ).

Dados da literatura mais recentemente publicados mostram que o TNF-a
induz a morte celular ou apoptose (JAWETT et al., 1997). E possivel que o TNF-a
produzido por macréfagos infectados possa estar induzindo apoptose em linfocitos,
0 que reduziria 0 numero de linfécitos T e, por consequéncia, uma redugdo da
producdo de IFN-y (Esquema 01). E possivel que este mecanismo esteja envolvido
na redugéo dos niveis de IFN-y, paralelo ao aumento de TNF-a observado por nés.

Esta hipotese necessita maior investigagao.
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Esquema 01 - Indugéo de apoptose e necrose tecidual por TNF-a.
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CONCLUSAO

Os nossos dados mostram que o equilibrio entre diferentes citocinas é distinto
em pacientes classificados nos estagios minimo, moderado ou avangado da
tuberculose pulmonar. No estagio minimo ha um predominio de IFN-y e niveis
menos elevados de TNF-a e IL-10. No estagio avangado, ha um predominio de TNF-
o e IL-10 com niveis menos elevados de IFN-y (Esquema 2). O estagio moderado

apresenta niveis intermediarios entre as citocinas estudadas.

Balango das citocinas
TNF-a
IFN-y IL-10
TNF-o IFN-
IL-10
Estagio minimo Estagio avangado

Esquema 02 —Balango das citocinas nos estagios clinicos minimo e avancado da tuberculose
pulmonar.
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TABELA 1 - DISTRIBUICAO PELA IDADE E SEXO DOS PACIENTES COM

TUBERCULOSE PULMONAR SEGUNDO A CLASSIFICACAO RADIOLOGICA DA
ATS.

CLASSIFICACAO IDADE SEXO

ME DIA + DP MASCULINO FEMININO
MINIMA 48 + 12,5 4 4
MODERADA 29 + 16,7 4 4

AVANCADA 42 + 14,2 7 0




TABELA 2: ACHADOS HEMATOLOGICOS NOS PACIENTES COM TUBERCULOSE PULMONAR, SEGUNDO A CLASSIFICAGAO
RADIOLOGICA DA ATS.

Classificagao Hematocrito Hemoglobina Plaquetas Leucdcitos totais  Linfocitos Mondcitos Ganuldcitos
% g/di K/l Mm?® % % %

Minima 339+72 10,5+2,2 384,8 + 120,2 8,6 £3,5 30,1+ 14,9 12,4+7,9 57,4+ 21,7

Moderada 36,7+6,5 11,3422 360,5 + 143,8 8,6 £3,0 31,0+ 14,6 10,2+ 6,7 57,8+ 16,5

Asergaga 35,6+ 8,5 11,1429 337,0+ 139,0 12,7 £56 27,8+ 14,5 13,4 + 4,8 58,7 % 16,5




IMUNO-REGULACAO POR CITOCINAS NA TUBERCULOSE PULMONAR HUMANA
AVALIACAO PELA TECNICA DE SANGUE TOTAL.

TABELA 1 - ESTAGIO MINIMO

PACIENTE  Wlg "o Wmd Wmo  ®wpo wm MEO  RD v
H.S. 0.0 937.4 642.3 0.0 46.58 221.5 3.77 16.24 0.0
R. M. 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 84.86 4.8 23.25 17.12
" A.B 0.0 1054.0 1062.0 0.0 362.9 580.3 8.1 0.0 289
» F.S 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 9.8 36.3 355
: A.C 0.0 13.74 58.11 0.0 0.0 61.65 6.1 12.6 24.8
A.S. 0.0 861.0 945.5 0.0 29.56 94.87 4.93 18.57 4.35
R.G. 0.0 1142.0 915.8 0.0 59.99 96.09 7.3 253 4.35
MEDIANA 0.0 861.0 642.0 0.0 30.0 95.0 6.1 19.0 25.0
MEDIA + DP 0.0 572.6+ 517.7+ 0.0 714+ 162.9+ 6.4+ 18.8 £ 20.0+

538.5 483.2 130.9 195.5 2.1 11.16 13.5




TABELA 2 - ESTAGIO MODERADO

PACIENTE 11}:41\113 ;YO- IEFNy-PPD IFNy- MTB E\gl g Tg)l; o TI\IZJ;‘B o ]{/ILE} g I}%P})O &%g
EM. 0.0 0.0 0.0 0.0 248.0 420.9 0.0 30.46 1.74
E.J. 0.0 0.0 0.0 0.0 1.79 5.54 3.6 18.76 16.3

T. A. 0.0 408.8 316.8 0.0 104.0 158.8 0.7 6.9 50.0

M. B. 0.0 11.77 0.0 0.0 0.0 0.0 37 8.9 11.4

M. N. 0.0 7975 2129 0.0 52.94 109.8 6.5 11.8 22.0
13 0.0 1933.0 25.58 0.0 300.7 9.0 79.1 118.8 97.5

A M. 0.0 100.3 0.0 0.0 27.81 8.04 4.8 23.2 17.1
C.L. 0.0 549.1 459.4 0.0 87.80 120.2 4.4 11.4 23.6
MEDIANA 0.0 254.5 13.0 0.0 705 595 4.0 155 19.5
MEDIA + DP 0.0 482.6+ 126.3+ 0.0 103.0+ 104.1% 12.8+ 28.8+ 30.0+
678.7 179.3 113.0 142.7 26.8 37.3 30.78




TABELA 3 - ESTAGIO AVANCADO

PACIENTE Yoo %) W Ve wo wm wmo  mp v
D.P. 0.0 1072.0 949.2 0.0 235.5 4127 19.44 75.12 1.16
1.S. 0.0 0.0 0.0 0.0 68.35 4314 8.9 37.9 573.4
I 0.0 445.8 213.8 10.04 451.5 479.2 32.20 49.02 3.77
LR 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 3.29 3.48 9.86 2.32
AL 0.0 509.6 279.8 0.0 135.2 236.0 6.09 75.41 1.16
M. C. 0.0 0.0 188.6 0.0 0.0 81.16 13.0 13.8 104.1
LV, 0.0 56.16 0.0 0.0 0.0 19.33 93 8.1 157.5

MEDIANA 0.0 56.0 189.0 0.0 68.0 236.0 9.3 38.0 4.0
MEDIA + DP 0.0 297+ 233.1% 1.4+ 127.3+ 237.4+ 13.2+ 38.4+ 120.4%
406.4 336.7 3.7 168.0 205.7 9.8 292 209




TABELA 4 - DOSAGEM DE IFN-y EM DOADORES SAUDAVEIS — PPD+

DOADOR MEIO PPD MTB
L..S. 0.0 1467 1245
L.L. 0.0 718.8 384.3
E.C. 0.0 1195 1222
JO. 0.0 1208 910.5
1LA. 40.08 1096 1271

MEDIANA 0.0 1195 1222

MEDIA + DP 8.0+ 1137+ 1007+

17.9 271.1 3774




TABELA 5 - DOSAGEM DE TNF-o. EM DOADORES SAUDAVEIS — PPD+

DOADOR MEIO PPD MTB
L.S. 0.0 207.6 144.7
0.0 0.0 41.15

L. L:
0.0 171.9 1314

E.C
0.0 45.58 19.54

1.0.
0.0 108.7 86.2

MEDIANA

0.0 106.3+ 84.2+

MEDIA + DP 99.2 63.0




IMUNO — REGULAGAO POR CITOCINAS NA TUBERCULOSE PULMONAR
HUMANA. TECNICA DE SANGUE TOTAL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E CONSCIENTE

Eu, i
Fui informando de que este estudo prevé a doagdo de sangue uma vez. O tratamento
a que serei submetido sera o convencional, sendo utilizado para casos deste tipo
independente da participagao deste estudo.

Os resultados deste estudo ndao me beneficiarao diretamente, mas poderao ajudar
no futuro, outras pessoas com esta doenca.

O procedimento sera o seguinte: doarei 3ml de sangue apenas uma vez.

Os possiveis desconfortos e riscos inerentes a este procedimento sdo aqueles
relacionados com a retirada de sangue venoso. Dor local, e, mais raramente
infecgdo, podem ocorrer. Este € um procedimento médico de rotina e todos os
cuidados apropriados serao tomados.

Os resultados deste estudo serao discutidos comigo e considerados confidenciais.
Os resultados serao divulgados na forma de comunicagéo cientifica, nao permitindo a
identificacao individual dos pacientes.

Dr. , discutiu comigo esta informacdo e se
colocou a disposi¢ao para responder minhas perguntas. Se eu tiver novas perguntas,
eu poderei contacta-lo pelo telefone , Ou entrar em contato

com o responsavel pelo estudo, Dr. Manoel Barral-Netto, pelo telefone 356 8782.

Minha participacao neste estudo é inteiramente voluntaria, e eu sou livre para recusar
participar no estudo, ou me retirar em qualquer época apés o seu inicio, sem afetar
ou prejudicar o cuidado médico que devo receber.

Recebi uma cépia deste formulario e tive a oportunidade de Ié-lo (ou foi lido para
mim).

Pela presente consinto voluntariamente em participar deste estudo, permitindo que
os procedimentos descritos acima sejam realizados em minha pessoa.

Assinatura: RGn.2

Testemunha: RGn.®

Médico assistente:

Data: / /
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