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RESUMO

ESTUDO MORFOLOGICO IN SITU DA RESPOSTA IMUNO-INFLAMATORIA NA
TUBERCULOSE PULMONAR HUMANA. ALMERIO LIBORIO LOPES DE
NORONHA. A tuberculose € uma doenga antiga responsavel pela morte de milhares
de pessoas e que até hoje em dia n&o foi controlada.As alteragdes causadas pelo
bacilo no organismo bem como os mecanismos imunolégicos de defesa ainda estédo
sob intensa investigagdo pelo mundo.Apesar do volume de trabalhos cientificos
muito pouco se estuda em seres humanos com material de necropsias. O objetivo
do presente estudo é fazer uma correlagdo morfoldgica entre as lesGes observadas
em pacientes com tuberculose pulmonar , HIV + / HIV — contribuindo para o
entendimento das interagdes entre células de defesa, bacilo e citocinas na resposta
imuno-inflamatéria que se monta, elucidando possiveis variagbes morfoldgicas
destas lesGes e os seus significados funcionais. Foram analisados ao microscopio
Optico cortes histoloégicos de pacientes autopsiados no (HUPES) entre 1995 e
2001com diagnostico anatomo patologico de tuberculose pulmonar. O enfoque
principal foram os granulomas ou lesdes observadas nos cortes histologicos de
pulmées dos casos selecionados onde além do H/E e Ziehl- Niels en  foram feitas
marcagdes imunohistoquimicas para IFN-y, TNF-o. e TGF-p. Os casos de cada grupo
foram cuidadosamente selecionados excluindo-se aqueles que tivessem outra
doenga pulmonar que nao tuberculose para evitar resultados falso positivos ou falso
negativos pela presenca de mais de um agente etioldgico.Os resultados foram
analisados por meio de tabelas algoritmicas vista por pelo menos trés observadores
onde foi feita a analise dos pardmetros morfolégicos como a formagao e modulagéo
dos granulomas, a arquitetura e composigdo celular dos mesmos assim como a
presenca e extensao da necrose. Foi feito também uma avaliagdo das citocinas. Os
resultados foram comparados e uma média dos valores foi utilizada no estudo. O
grupo HIV + mostrou granulomas mal formados , com pouca ou nenhuma
modulagdo, com extensas areas de necrose e ainda com uma composigao celular
diferente onde predominam polimorfonucleares. No grupo HIV — o padréo de
resposta imuno-inflamatéria foi bastante diferente sendo observados granulomas
bem formados com arquitetura preservada, variavel quantidade de necrose e
composto predominantemente por células mononucleares e com a presenga de
células epitelidides e células gigantes.Foram observadas também diferengas nos
perfis de citocinas nas lesdes que fogem ao que esta descrito na literatura. Portanto
existem padrées morfologicos diferentes para a tuberculose pulmonar humana
quando se comparam pacientes HIV +/ HIV — e estas variagbes estdo intimamente
relacionadas ao estado da imunidade celular destes pacientes.

Palavras chaves: Tuberculose. Autopsia. Granuloma. SIDA.




ABSTRACT

MORFOLOGIC IN SITU STUDY OF THE IMMUNO-INFLAMMATORY RESPONSE
IN HUMAN PULMONARY TUBERCULOSIS. ALMERIO LIBORIO LOPES DE
NORONHA. Tuberculosis is an old existing disease, responsible for thousands’
deaths and until nowadays has not been controlled. The changes caused in the
organism by the bacillus as well as complete immunologycal defense’s mechanisms
are still under investigation. Although there are many in vitro’s scientific publications,
we can rarely find works about human beings from the aspect of necropsy purely.
The purpose of this study is making a morphologic relation between observed injuries
in patients with pulmonary tuberculosis, HIV + / HIV - contributing for the
understanding of the interaction between defense’'s cells, bacillus and cytokines
resulted by the immuno-inflammatory response, demonstrating possible morphologic
variations of these injuries and its functional meanings. Histological sections from
autopsied patients presenting anatomy pathologic diagnosis in HUPES from 1995 to
2001, were analyzed by optical microscopy. The granulomas or injuries observed in
lung’s histological sections of cases selected that were submitted to H/E, Ziehl-
Nielsen and immunohistochemistry reactions to IFN-y, TNF-a and TGF-B were
considered the focus of this study. Each group was carefully selected, excluding
those cases that presented any other pulmonary disease rather than tuberculosis,
avoiding false positive or false negative results by the occurrence of more than one
etiologic agent. The results were analyzed through algorithmic tables, and the
histologic sections were reviewed by at least three pathologists who considered
morphologic changes like formation and immunologycal modulation of granulomas,
the architecture, the cellular composition and the presence and extension of
necrosis. It was made an evaluation of cytokines too. The results were evaluated and
a medium value was adopted in the study. The HIV+ group showed poorly formed
granulomas with little or none immunologycal modulation and extensive necrosis
areas and a different cellular composition rich in polimorfonuclear cells. In the HIV —
group the immuno-inflammatory response was completely different and it was
observed typical granulomas with normal architecture, variable caseous necrosis and
mainly composed by mononuclear cells. Epithelioid cells and giant cells were also
found. In addition, the cytokine profiles observed were different from the literature’s
data. In conclusion, there are different morphological patterns to the human
pulmonary tuberculosis when comparing HIV +/ HIV — patients and these variations
are closely related to the cellular immunity state of them.

Key words: Tuberculosis. Autopsy. Granuloma. AIDS.




1 INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS HISTORICOS

A tuberculose € uma das doengas mais antigas de que a humanidade tem
conhecimento sendo responsavel por epidemias histéricas que causaram a morte
de milhares de pessoas ao longo dos tempos. Até hoje em dia contudo , ndo se
conseguiu controlar ou erradicar esta doenga caracteristica de regibées onde
prevalecem a miséria e as diferengas socio-econémicas mais gritantes sem
discriminar sexo, raga, idade, religido ou classe social.

Os registros mais antigos da doenga s&o de casos de tuberculose vertebral —
Mal de Pott - datados de cerca de 8.000 AC (HERZOG, 1998). Outras evidéncias da
doenga podem ser comprovadas através de fésseis 6sseos do periodo neolitico
assim como em mumias egipcias com aspectos macroscopicos que sugerem
fortemente a tuberculose 6ssea com data de 2.400 AC.

Outro achado historico foi realizado em uma mumia de crianga I[nca
extremamente bem preservada e apresentando um abscesso no musculo psoas
iliaco de onde foram identificados bacilos alcool-acido resistentes, por volta de 700
AC. Ha relatos no cédigo de Hammurabi (1948 — 1905 AC) sobre uma doenca
pulmonar crénica, provavelmente referindo-se a tuberculose pulmonar (HERZOG,
1998).

Hipocrates (460-370AC) foi o primeiro a observar tuberculose em tecidos de
animais com “Phthisis™ pois na grécia antiga ndo se faziam autépsias em humanos.
Na mesma época Aristoteles descreveu a “Scrofula” na pele de porcos com

"Phtysis”.



Do ponto de vista clinico tem-se o relato histérico da doenga por um médico
romano que viveu no 5 século depois de cristo chamado "Caelius Aurelianus” que
descreveu o0s aspectos clinicos mais relevantes da doenga com uma observagéo e
visdo clinica impressionantes. Desde entdo, notou-se que a tuberculose era uma
doenga que aparecia em regides urbanas onde se tinham aglomeragdes de pessoas
em pequenos espacos como as do vale do rio Nilo. Talvez por esta raz&o nao se
tenham relatos desta doenga na biblia pois os textos biblicos se passam na maioria
das vezes em areas rurais.

Na renascencga, na segunda metade do século XIV teve inicio o estudo das
alteragbes post-mortem , porém somente no século XVII, com a publicagdo da
"Opera médica” de Sylvius de la Boé de Amsterdam € que surgiu o primeiro estudo
detalhado das alteragbes anatomo patologicas desta doenga de fato documentadas.
O autor observou pela primeira vez que os granulomas, denominados “tubérculos”
eram um achado constante nos pulmdes e outros orgaos afetados pela doenga. Ele
também descreveu a progressédo para cavidades pulmonares (HERZOG, 1998).

Até esta época existia uma polémica quanto a forma de transmissédo da
doenga que perduraria por alguns séculos até a identificagdo do bacilo por Robert
Koch pois muitos dos estudiosos acreditavam, assim como Hipocrates, que se
tratava de uma doenga hereditaria. Alguns ainda tentavam entender ou acreditar que
era uma doenga infecciosa porém n&o tinham como comprovar.

A despeito das investigacdes e estudos realizados ao longo da histdria, o fato
concreto que se tinha era que a tuberculose era uma praga sem cura ou tratamento

eficaz e que as pessoas que a contraissem fatalmente morreriam.



Contudo, em 1843 o alemao Philipp Klencke demonstrou experimentalmente
a natureza infecciosa da tuberculose através da reproducdo da doenga em animais
de laboratoério inoculados por via intra-venosa com material retirado de um
granuloma e observou que os animais morreram de tuberculose disseminada
(HERZOG, 1998).

Coube a Robert Koch tanto a identificagdo do bacilo quanto a utilizagcado de
um extrato contendo bacilos denominado tuberculina para a identificagdo de
pessoas infectadas. Apds estas descobertas muitos estudiosos voltaram seus
interesses para o tratamento surgindo concomitantemente sanatorios e técnicas
cirirgicas efetivas em curar os doentes com tuberculose. Posteriormente os
franceses Calmette e Guérin descobriram e padronizaram a primeira vacina que se
conhece para tuberculose - BCG - a qual passou a ser utilizada em criangas com
alto risco de desenvolverem doenga. Somente em 1943 padronizou-se na Califérnia
a estreptomicina, surgindo posteriormente outras drogas que compdem o arsenal
terapéutico contra o bacilo atualmente disponiveis.

O conhecimento destes aspectos historicos € fundamental para entendermos
a importancia desta entidade nosologica que assola a humanidade desde os tempos
mais remotos e contra a qual vem sendo travada uma guerra cientifica no sentido de
extermina-la ou, pelo menos, impedir 0 seu avango na propor¢gado em que vemos
hoje bastante semelhante aqueles tempos.

Trés situagbes especiais sdo responsaveis pela incidéncia da tuberculose
atualmente. A primeira diz respeito as condi¢des sodcio-econdmicas e culturais que
se observa nos paises do terceiro e quarto mundos onde a miséria, a falta
informacdo e de uma politica eficaz de saude publica favorecem o aumento do

numero de casos anualmente.



O segundo ponto € a epidemia de SIDA que piora muito a situagéo destas
populagées mas que também inclui os paises desenvolvidos onde a doenga parecia
controlada até duas décadas atras e que passaram a apresentar taxas de incidéncia
crescentes desde entdo. Por Ultimo tem-se o aparecimento de cepas
multirresistentes as drogas disponiveis atualmente como agravante deste quadro e
gue se deve em grande parte ao abandono precoce do tratamento pelo doente.

Em 2002 dados da OMS revelam uma estimativa de 8 a 9 milh6es de novos
casos de tuberculose no mundo com 3 milhdes de ébitos. No Brasil estima-se a
incidéncia de 124 mil casos por ano. (RUFFINO-NETO, 2002). Segundo dados do
ministério da saude - FUNASA - nos ultimos vinte anos foram notificados cerca de
82.000 casos de tuberculose por ano em média no Brasil, o que esta abaixo da
projecdo do SUS (RUFFINO-NETO, 2002). Porém os dados do Ministério se referem
aos casos notificados oficialmente.

Entretanto a Funasa € a unica fonte oficial de dados estatisticos da saude
publica Brasileira. Estes dados nos informam que o nosso estado da Bahia é o
terceiro maior do Brasil em niumero de casos notificados de tuberculose com 8.000
casos anuais da doencga perdendo apenas para o Rio de Janeiro (15.000 casos) e
para Sdo Paulo que € o grande campedo com uma media de 17.000 casos
notificados anualmente.

Cabe aqui o comentario de que apesar de termos aproximadamente a
metade do nimero de casos do estado de Sao Paulo a nossa populagao € cerca de
trés vezes menor o que pode significar uma taxa de incidéncia muito semelhante. No
nordeste somos os campedes seguidos por Pernambuco e Ceara que notificam

cerca de 4.000 casos por ano em média, o que representa a metade dos nossos

Casos.



Curiosamente ndo se ouve falar sobre tuberculose como um problema ativo
de saude publica na Bahia e mesmo no Brasil fazendo a maioria da populagéo
acreditar que ela esta controlada ou mesmo que ja foi erradicada. E nesta idéia que
as pessoas acreditam e talvez por este tipo de cultura até os médicos que nao
trabalham diretamente com tuberculose deixem de pensar nela como possibilidade
diagnoéstica. Se somarmos a estes fatores as dificuldades diagnosticas estaremos
sem duvida aumentando as estatisticas apresentadas.

Os numeros apresentados no texto sdo melhor visualizados no gréafico a

seguir:
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Quando analisamos os numeros referentes a SIDA notamos alguns aspectos

curiosos melhor observados nos graficos abaixo:

CASOS DE SIDA NO BRASIL

Fonte: Ministério da Saide / FUNASA.

TAXA DE INCIDENCIA DE SIDA (por 100.000/hab.)

Fonte: Ministério da Salide / FUNASA.



Através destes graficos observamos no primeiro que a maior notificagdo de
casos € nos estados do sudeste e no Rio Grande do Sul, vindo a Bahia e o Distrito
Federal com numeros absolutos bem modestos quando comparados a estes
estados.

Ao analisarmos a taxa de incidéncia anual dos casos de SIDA observamos a
Bahia com uma taxa baixa e os demais estados com taxas de incidéncia
compativeis com o numero de casos notificados com excegédo para o Distrito Federal
que apresenta uma taxa comparavel aos estados do sudeste o que significa um
problema muito mais sério nesta localidade considerando a sua populagéo total.

Outro aspecto importante sobre a tuberculose se refere ao namero de 6bitos
notificados por tuberculose na Bahia e em salvador, expostos na tabela abaixo

segundo a secretaria estadual de saude.

Tabela 1: Namero de ébitos por tuberculose no estado da Bahia e Capital

NUMERO DE OBITOS POR TUBERCULOSE NO ESTADO DA BAHIAE

CAPITAL - 2001* E 2002*

CAUSA (CID 10 3C) SALVADOR BAHIA

2001 | 2002 | 2001 | 2002
. S 27 89

TUBERC RESPIRAT C/ CONF BACTERIOL E

HISTOLOG

TUBERC VIAS RESPIRAT S/ CONF BACTER HISTOL 150 | 149 | 371 344
TUBERC DO SIST NERVOSO 2 3 6 6
TUBERC DE OUTROS ORGAOS 2 2 10 i
TUBERC MILIAR 6 4 11 11

160 | 163 | 425 | 457

Fonte: SESAB/DICS/SIM
* Elaborado com dados processados até 28/07/2003.




Através da interpretagdo destes dados podemos observar que a grande
maioria dos casos notificados de obitos por tuberculose ndo tém confirmagéo
histolégica ou bacteriolégica o que significa que o diagnostico € exclusivamente
clinico. Outra informagédo importante € a de que aproximadamente metade dos
casos de 6bito por tuberculose notificados na Bahia acontecem em Salvador.

Este dado deve ser melhor interpretado pois a primeira vista pode parecer
gue a maioria dos casos da doenga estdo na capital. Ndo temos entretanto dados da
notificagdo da doencga no interior do estado pois o diagnostico sendo eminentemente
clinico vai depender de uma triagem correta.

Deste modo observamos que o Brasil tem dois problemas sérios de saude
publica que exigem medidas eficazes de controle, educagdo, conscientizagdo e
tratamento pois atingem uma fatia da populagdo em fase ativa economicamente o
que podera trazer a médio prazo consequéncias sérias para os setores econdédmico e

social.

1.2 O GRANULOMA

Entende-se por granuloma a lesdo morfologica constituida por uma colegéo
focal de células mononucleares predominantemente (macrofagos, células
epitelidides, células gigantes multinucleadas e linfocitos) circundados por tecido
conjuntivo que contém fibroblastos, fibras colagenas e vasos neo-formados além de
monocitos recrutados da circulagdo sistémica e linfocitos ocupando a periferia,
vendo-se na area central desta lesdo necrose caseosa. A unica caracteristica
morfolégica da inflamagao granulomatosa € a ocorréncia de células epitelidides e da

aparéncia concéntrica da lesdo como um todo (MARIANO 1995)



Histologicamente os granulomas sdo compostos por células epitelidides
cercadas por uma zona de linfécitos e fibroblastos que usualmente contém células
gigantes tipo Langhans. No centro das lesGes usualmente estd presente necrose
caseosa. A quantidade é inteiramente dependente da reacdo de hipessensibilidade
do paciente bem como da viruléncia do bacilo (ROBBINS, 2000).

A inflamagao crbnica granulomatosa n&o é exclusiva do bacilo da tuberculose
embora seja caracteristica deste agente, mas granulomas também podem ser
observados em diversos tipos de patologias secundarias aos mais variados agentes
etiolégicos como o S. mansoni, o P. brasiliensis, o H. capsulatum, Leishmania sp.
entre outros, porém a ocorréncia de necrose do tipo caseosa € mais comum
quando o agente é o M. Tuberculosis embora n&o seja exclusiva. Nestes casos 0s
granulomas sdo denominados de epitelidides ou imunoldgicos, pois ha sempre
participagdo do sistema imune na sua modulagdo. Podem também ser secundarios
a presenca de materiais sintéticos estranhos ao organismo como fios de sutura e
talco entre outros, sendo entdo denominados de granulomas tipo corpo estranho.

Os mecanismos envolvidos na formagédo das lesées granulomatosas sao
distintos bem como o seu comportamento biolégico (DE BRITO & FRANCO, 1994).
No que se refere ao comportamento biolégico, sabe-se que a necrose caseosa é o
resultado da destruigdo de células inflamatorias, bacilos e componentes da matriz
extra-celular no momento da formagdo do granuloma pois ocorre fagocitose dos
bacilos e liberagdo de enzimas lizossémicas e radicais livres de oxigénio e outros
componenetes do fagolisossomo no tecido conjuntivo € na matriz conjuntiva

(ROBBINS, 2000).
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Conforme mencionado acima, a resposta imune celular tem participagao
fundamental no comportamento biolégico das lesées na tuberculose pois pela
definicdo do Robbins (ROBBINS, 2000) a necrose € o produto da agao do sistema
imune versus a viruléncia do bacilo.

Caracteristicamente nado sao observados neutréfilos ou outras células
polimorfonucleares fazendo parte dos granulomas por definicdo. Tais células sao
observadas na resposta inflamatéria aguda(ROBBINS, 2000).

Recentemente um grupo de pesquisadores sul-africanos (FENHALLS et. al.,
2002), trabalhando com tecido pulmonar de pacientes operados por bronquiectasias
e hemoptise secundarias a tuberculose, estudou e definiu melhor um aspecto
interessante do granuloma ja observado, porém nunca comprovado e que diz
respeito a disposi¢ao arquitetural das células na lesdo, quando devidamente
modulada imunologicamente. Desta forma foram identificadas trés areas distintas no
granuloma que tém correlagao direta com a cinética e com a fungéo celular no seu
microambiente. Estas areas s&o: area central de necrose caseosa (zona 1); uma
zona intermediaria com macrofagos, células epitelidides e células gigantes
multinucleadas (zona 2); e uma zona externa ou periférica representada por um

manto de células linfocitarias (zona 3).

No diagrama abaixo podemos observar a representagdao esquematica destas zonas:

D Zona 1: Necrose central
. Zona 2: Transigao

. Zona 3: Manto linfocitario periférico
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1.3 O SISTEMA IMUNE

A presenga do M. tuberculosis no organismo de um hospedeiro higido,
desperta uma resposta inflamatéria especifica denominada granulomatosa (DE
BRITO, 1994). O granuloma determinado pelo bacilo €& classificado como
imunolégico pois envolve a modulagdo deste que se da através de citocinas e
células especificas.

Concomitantemente, ocorre a apresentagdo dos antigenos do M. tuberculosis
aos linfoécitos com ativagdo destas células, principalmente do sub-tipo T bem como
dos macréfagos pela secregdo de citocinas predominantemente do pdlo Th1 da
resposta imune celular como o IFN-y e o TNF-a além de outras como IL-2, IL- 12,
IL-18elL- 10.

Sabe-se que a formagdo e modulagdo imunolégica do granuloma acontece
com a participagdo dos linfécitos T CD4 + que secretam IFN-y  ativando os
macroéfagos.

Uma vez ativados estes macrofagos produzem TNF-oo e outras citocinas
(IL -1, IL — 6,IlL — 12) bem como o6xido nitrico que tem agao litica sobre o bacilo
aprisionado em vacuolos no seu citoplasma (ELNER 1997; CLEMENS et. al., 2002).
As interagbes entre estes dois tipos celulares é que mantém o granuloma ativo e
funcionante para eliminagdo do agente agressor e o resultado desta
imunomodulagao é o aparecimento de maior ou menor quantidade de necrose.

Muito se tem investigado em relagéo a participagdo dos linfocitos T CD8 + na
imunidade inata ou adquirida em resposta ao M. Tuberculosis, porém os resultados
sdo divergentes quanto a sua efetiva agdo primaria estando este tipo celular

envolvido com a citotoxicidade.



Em situagbes especiais pode também secretar citocinas como a IL-12 ou
TNF-o. que induz apoptose das células alvo (SERBINA et. al., 2001; FENHALLS et.
al., 2001).

Basicamente tem-se a participagdo de células T CD8 + concomitantemente
com as CD4+ contudo as suas interagbes entre si e com as outras células do
granuloma ndo estdo completamente elucidadas. Tal fato esta sob intensa
investigacdo atualmente pois ha variagbes de resultados entre os pesquisadores
quanto a presenga de citocinas no sitio da lesdo variando entre o pélo Th1 e 0o Th2 o
que sugere uma nao dicotomizagado tdo nitida da resposta imune celular a depender
da situagdo imunoloégica , da tensdo de oxigénio presentes no local , aléem de fatores
intrinsecos do hospedeiro e do bacilo (FENHALLS et al., 2002; ZHANG et al., 1995;
SERBINA et al., 2001; VANKAYALAPATI et al., 2000; ELNER, 1997).

Estes trabalhos nos fazem refletir acerca da grande capacidade de adaptagao
do sistema imune frente a situagbes variadas utilizando vias alternativas e todo o
arsenal de citocinas, células e quimiocinas disponiveis para o combate efetivo aos
agentes agressores. Assim sendo, variagdes no estado imunolégico do hospedeiro
como observado em doengas auto-imunes, determinados tipos de cancer,
secundarias ao uso de medicagbes quimioterapicas ou imunossupressoras além das
infeccOes virais e desnutrigdo irdo também comprometer a resposta normal do
organismo e permitir tanto a reativagdo da tuberculose pulmonar quanto a sua
disseminacao pois, nestes casos, o0 equilibrio estaria alterado em favor do bacilo.

Além disso a cada dia se conhece melhor o bacilo, seu genoma e as
informacdées nele contidas o que favorece o conhecimento das suas adaptagdes a

ambientes hostis com pouco oxigénio (FENHALLS et. al., 2002) o que significa que



deve-se ter uma visdo mais globalizada da doenga no que diz respeito as
interagdes entre hospedeiro x bacilo pois esta claro que o bacilo também evoluiu
ao longo dos tempos e esta sempre se adaptando. A ilustracao abaixo resume o

gue ocorre com o sistema imune na presenga do bacilo:

O SISTEMA IMUNOLOGICO E O BACILO

INTERLEUCINAS - CITOCINAS

CELULAST |,
L ) J L IL2IL4 IL5 1L6 IL10 IL12 IFN-gTNF-a TGF-b
Sl —
MACROFAGOS
CELULAS EPITELIOIDES E GIGANTES

b 4\

- APOPTOSE |[SIMBIOSE ~ DE
H,0, GRANULOMAS INFLAMAGAO | BACILO/

NO <0, giggggi HOSPEDEIRO
RALILALS <pH Tb LATENTE
LIVRES

S

1.4 ASSOCIACAO HIV /TB

Com o aparecimento da SIDA muito se tem estudado sobre a imunidade
celular associada ao ressurgimento de doengas infecciosas como a Tuberculose
(ELNER, 1997) ja que o virus € linfotrépico para células CD4 + (GASCON et. al.,
2002) e varios autores demonstram a inter-relagao entre a contagem de células CD4
+ e a progressao da doenga em propor¢des inversas. Além disso, constataram que
quanto pior o estado clinico do paciente com SIDA menor o numero de células CD4
+ circulantes e pior a sua imunidade celular favorecendo o aparecimento de
infecgbes oportunistas.
Muitas vezes esta diminuicdo especifica se da pelo aumento da apoptose destas
células infectadas ou ativadas pelo virus com a co-participagdo dos mondcitos

(GASCON et. al., 2002).
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Apos a introdugdo do moderno coquetel quimioterapico anti-retroviral
observaram-se aspectos curiosos quando se estudam pacientes co-infectados com
HIV / M. tuberculosis .

Os principais aspectos dizem respeito as interagdes entre os dois agentes
etiologicos e parecem ser bidirecionais e importantes pois os pacientes que
desenvolvem tuberculose no curso da SIDA apresentam formas clinicas mais graves
e disseminadas da doenga, frequentemente atipicas do ponto de Vvista
histopatolégico. Do mesmo modo o impacto da tuberculose nos pacientes HIV
positivos parece favorecer a replicagdo viral pois, nesta situagdo, observam-se
cargas virais altas no plasma por um fendmeno conhecido como transativagdo
heteréloga do HIV. (ELNER, 1997; BRASIL, 2001). Outro aspecto curioso é o fato de
que pacientes HIV+ que receberam tratamento anti-retroviral mostrarem apds pouco
tempo aumento de células CD4+ de memoria especificas para o M.tuberculosis que
produzem IFN-y no sangue periférico (HENGEL et. al., 2002).

Esta observagédo tem relagdo direta com a melhora clinica e diminui¢gdo da
mortalidade destes pacientes e prova que estes agentes quimioterapicos especificos
estimulam a expanséo clonal de linfoécitos T CD4 + por reduzirem consideravelmente
a carga viral (HENGEL et. al., 2002; BRASIL, 2001). Ha ainda relatos na literatura de
que o tratamento isolado da tuberculose nos casos de co-infeccédo HIV- M.
tuberculosis em pacientes que ndo estejam usando anti-retrovirais também reduz a
carga viral nestas circunstancias (BRASIL, 2001).

Portanto, constitui-se um desafio excitante tentar compreender um pouco
mais sobre as manifestagdes das doengas no ser humano e as suas interagdes com
o sistema imune quando observadas no local onde ocorrem, correlacionadas com a

producdo de citocinas e células da resposta imuno-inflamatoria para tentar
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esclarecer aspectos basicos que podem contribuir para melhor correlagéo clinica,
bem como para a elaboragdo de estratégias de pesquisa com maior embasamento

teodrico.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Comparar a morfologia das lesdes observadas na tuberculose pulmonar em
pacientes autopsiados HIV+ X HIV-, correlacionando-as com a participagdo das

citocinas analisadas para avaliar variagdes da resposta imune .

2.2 ESPECIFICOS

- Estudar as variagdes morfologicas dos granulomas nos dois grupos analisados .

- Estabelecer uma correlagdo entre o padrao morfolégico das lesbes com a

expressao das citocinas.

- ldentificar o bacilo nos cortes histologicos através da coloragdo especial de
Ziehl-Nielsen para tentar estabelecer uma correlagdo entre a sua presenga com

os demais critérios avaliados.



3 JUSTIFICATIVAS

A tuberculose € sem duvida um grande problema de saude publica mundial e
esta longe de ser resolvido ou controlado pois as variaveis socio-econdmicas e
epidemiologicas de uma maneira geral sdo muito grandes nos dois mundos
economicamente existentes. E notorio que varios centros de pesquisa do mundo
estudam esta patologia com abordagens variadas como a analise de células em
cultura e dosagem de substancias em sobrenadantes do plasma. Um grande volume
de publicagbes € baseado em modelos experimentais.

O enfque em seres humanos, por questdes éticas, € basicamente voltado
para o tratamento clinico. Este também é um problema sério, visto que a cada dia
surgem novas cepas do bacilo multi-resistentes as drogas disponiveis atualmente,
contribuindo para o aumento dos casos de doenga ativa. Nos paises desenvolvidos
as doencgas imunodepressoras como a SIDA contribuem para este aumento,
enquanto nos paises em desenvolvimento as baixas condi¢des sanitarias e sécio-
econdémicas € que ocupam lugar de destaque contribuindo para o aumento da
incidéncia da tuberculose. Estes dois aspectos somados, favorecem o aparecimento
de formas clinicas variadas e ndo usuais o que torna ainda mais dificil o diagnéstico
laboratorial. Por outro lado os ensaios de vacinas contra o bacilo até agora
realizados ndo mostraram protecao eficaz a longo prazo ou contra re-infecgdo o que
demonstra que a tuberculose continua sendo um desafio para a ciéncia.

Dentre estas consideragdes, devemos enfatizar que a maioria dos trabalhos
cientificos com enfoque nos mecanismos imunolégicos relacionados as interagbes
bacilo x hospedeiro sdo realizados em modelos experimentais com pouca énfase
aos aspectos morfolégicos. Se avaliarmos os que séo feitos em humanos com esta

mesma énfase observamos uma grande redug¢ao no volume de publicagdes.
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No campo puramente morfolégico, como € o caso das autopsias, os trabalhos
sdo antigos ndo sendo possivel investigar a presenca de determinadas substancias
como as citocinas no sitio da lesdo até mesmo porque o conhecimento destas
substancias & relativamente recente. Portanto, a realizagdo de um estudo
basicamente morfoldégico que permita associar técnicas rapidas, de baixo custo
relativo, exequiveis e especificas como o H-E e a imunohistoquimica utilizando
material de autdpsias de seres humanos disponivel nos arquivos do servigo de
anatomia patoldgica do hospital universitario, pode trazer informagdes interessantes
e que por vezes passam despercebidas quando se utilizam outras metodologias.

Por outro lado a observacgéo in situ pode trazer informag¢des importantes que
ndo sdo analisadas quando se estudam células ou em modelos experimentais ja
que no tecido humano pode-se observar as interagdes entre o bacilo e os seus
constituintes mesenquimais, vasculares e epiteliais com a possibilidade de
associagdo com aspectos da resposta imune com fidelidade e reprodutibilidade total
dos resultados.

Deve ser ressaltado ainda, que os temas dos quais este estudo trata
representam trés grandes areas de investigagdo cientifica mundial (SIDA,
Tuberculose e Citocinas) e que a soma de conhecimentos pode trazer novas
perspectivas e possibilidades de associagdo de métodos no sentido de elucidar os

principais mecanismos patogénicos destas doengas.
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4 CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

4.1 CRITERIOS DE SELECAO DAS AUTOPSIAS

Foram incluidos no presente estudo autépsias realizadas entre 1995 e 2001
no servico de anatomia patolégica do HUPES totalizando 35 que apresentaram
diagnoéstico anatomo-patologico de tuberculose pulmonar. Dentre estas autdpsias
encontram-se 22 casos HIV+ (positivo) bem como 13 casos HIV — (negativo) que
foram entdo separados em dois grupos para comparagao posterior dos resultados.

Do total de autdpsias selecionadas foram excluidas aquelas em que o
paciente apresentou mais de uma patologia pulmonar, devido a possibilidade de que
os resultados ndo correspondam ao que estaria ocorrendo reaimente no tecido
guanto a analise das citocinas, principalmente no grupo HIV+, pois a maioria dos
agentes de infec¢bes oportunistas envolve a participagdo do sistema imune na sua
patogenia assim como das outras patologias observadas no grupo HIV-. Com isso o
total de autopsias ficou reduzido a 10 (dez) sendo 06 (seis) do grupo HIV+ e 04
(quatro) do grupo HIV- (Tab. 2). Dentre estes 10 casos, 06 sdo do sexo masculino e
a meédia de idade foi de 34 anos.

TABELA 2: Comparagao entre as autdpsias selecionadas e as excluidas do estudo.

AUTOPSIAS DO GRUPO HiV+ AUTOPSIAS DO GRUPO HiV-
BLOCOS NAO LOCALIZADOS 03 | BLOCOS NAO LOCALIZADOS 04
RELATORIOS NAO LOCALIZADOS | 03 | RELATORIOS NAO LOCALIZADOS 02
SARCOMA DE KAPOSI PULMONAR | 03 | ONEUMONIA BACTERIANA 01
CITOMEGALOVIRUS PULMONAR | 02 | LEUCEMIA MIELOIDE PULMONAR 01
ASPERGILOSE PULMONAR 01 | ADENOCARCINOMA MICROSCOPICO | 01
HISTOPLASMOSE PULMONAR 01 | SELECIONADAS PARA O ESTUDO 04
CRIPTOCOCOSE PULMONAR 01 | TOTAL 13
TOXOPLASMOSE PULMONAR 01
PNEUMONIA BACTERIANA 01
SELECIONADAS PARA O ESTUDO | 06
TOTAL 22
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4.2 ESTUDO HISTOLOGICO
O estudo histolégico das secgdes de tecido pulmonar foi realizado segundo a
técnica habitual de inclusdo em parafina. Os cortes foram obtidos a 5 um e corados

pelo método do H-E e pelo do Ziehl- Nielsen.

4.3 ESTUDO IMUNOHISTOQUIMICO

Este estudo foi realizado em seccgbes seriadas de 3 pym de espessura,
obtidas dos blocos de parafina. As secgdes foram colhidas em laminas tratadas com
Poly-L-lisina (Sigma Diagnostic) para evitar descolamentos dos cortes durante as
manipulagées. As citocinas escolhidas para o estudo foram marcadas pela técnica
da Avidina-Biotina-Peroxidase e sdo as seguintes: o fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-a), o fator de transformagdo do crescimento-beta (TGF-$) e o interferon-gama
(IFN-y). Foram utilizados anticorpos policlonais para identificagdo destas citocinas,
melhor discriminados conforme a Tabela 3.

TABELA 3: relagdo dos anticorpos utilizados nas reagées de imunohistoquimica

ANTICORPO | CLONE | ESPECIFICIDADE DILUIGAO | FORNECEDOR

ANTI-TNF-a Policlonal | Fator de Necrose 1:500 Genzyme
Tumoral-alfa

ANTI-IFN-y Policlonal | Interferon-gama 1:500 Genzyme

ANTI-TGF-f Policlonal | Fator de 1:200 Sta. Cruz
Transfornagao Biotechnology
do Crescimento-beta
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4.4 TECNICA

As secgdes histologicas, com espessura de 3 um, foram desparafinizadas em
trés banhos de xilol, com duragdo de 10 minutos cada e em um banho de acetona
de 5 minutos. Em seguida, foram efetuados dois banhos em alcool absoluto durante
5 minutos e hidratados em concentra¢des decrescentes de alcool por 1 minuto em
cada concentragcdo (70%, 50% e 30%), lavadas em agua corrente e destilada e
estabilizadas em tampéao TBS (Tris buffer saline - solu¢ao Tris salina tamponada). A
exposicdo do antigeno, foi realizada como a seguir: o desmascaramento do
antigeno (PIER) que em geral se refere aos métodos enzimaticos (proteases),
aplicados com objetivo de melhorar a imunorreatividade dos tecidos, foi efetuado
com Tripsina mais cloreto de calcio (CaCl2) a 0,1% por 30 minutos a 37°C.

Os cortes foram entdo lavados com TBS com saponina 0,1% (TBSS) para
melhor permeabilizagdo das membranas celulares j& que as citocinas sao
intracitoplasmaticas predominantemente. Para inibicdo de reagdes inespecificas, se
fez uso de leite desnatado a 5% (Molico) diluido em TBSS, durante 30 minutos a
temperatura ambiente. O anticorpo primario foi diluido em TBSS com 10% de soro
AB e 1% de BSA a 10%, incubado em cémara umida durante uma noite a 4°C,
conforme diluicbes discriminadas na tabela 2. Em seguida, apds lavagens
apropriadas, utilizou-se o anticorpo secundario IgG de coelho biotinilado na diluigéo
de 1:1500 juntamente com 5% de soro AB e 5% de soro de cabra normal para
bloqueio de ligagbes inespecificas. Os cortes foram incubados durante 45 minutos a
37°C. Foram feitas lavagens com TBSS e em seguida fez-se o bloqueio da
peroxidase endogena em mistura de metanol contendo peréxido de hidrogénio (30

vol) a 6%, por 30 minutos a temperatura ambiente.
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Novas lavagens em tamp&o, (TBS) seguida do complexo ABC (Kit elite Vector
Inc. Burligame, EEUU) preparado segundo recomendagbes do fabricante , e
incubados por 30 minutos, a temperatura ambiente. Apds novas lavagens a
revelagado foi feita utilizando-se como substrato da peroxidase, a diaminobenzidina
(DAB) (Sigma Diagnostic, Co, EEUU) 0,075% e perdxido de hidrogénio 0,01%. A
reagao foi interrompida por lavagens em agua destilada e agua corrente.

As revelagbes foram contra coradas em hematoxilina de Harris, desidratados
em alcool, clarificados em xilol, e montados com laminulas de vidro com balsamo do

Canada.

4.5 CONTROLES
Em todas as reagdes, foram utilizados controles positivos e negativos, como
abaixo discriminados:
a) Imunoglobulina de coelho ndo imuno - isotipo 1gG na diluicdo de 1:3.000
substituindo o anticorpo primario.
b) Secgbes de linfonodo com tuberculose, como controle positivo e negativo
para as citocinas TNF-a e IFN-y.
c) Os controles positivo e negativo para a citocina TGF- , foram secg¢bes de

pele de pacientes com Hanseniase Virchowiana (GOULART et al., 1996).
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4.6 ANTICORPOS

O anticorpo anti-TNF-a. € um anticorpo neutralizante, uma IgG, obtida de
coelho a partir de fator de necrose tumoral humano recombinante. Apresenta
reatividade cruzada com TNF-a de rato, porém, ndo reage com o do camundongo.
Este anticorpo foi utilizado na demonstragdo desta citocina, em células
mesenquimais e nas camadas do trofoblasto de placentas do primeiro trimestre de

gestagdo (HAYNES et al., 1993).

O anticorpo anti-IFN-y, obtido em coelho a partir de IFN-y humano
recombinante € uma mistura de IgG e IgM. Embora seja um anticorpo neutralizante

foi utilizado em imunohistoquimica, para a demonstragao desta citocina.

4.7 INTERPRETACAO

Os cortes corados em H-E foram examinados sem o conhecimento prévio
quanto ao grupo a que pertenciam (HIV+ / HIV-) ao microscopio Optico para
identificacdo das les6es quanto ao numero de granulomas, presenga de necrose,
arquitetura dos granulomas e composic¢éo celular dos mesmos.

As laminas coradas pelo Ziehl-Nielsen foram avaliadas ao microscopio
optico para identificagdo do bacilo nas referidas secgbes. Todos os cortes das
reagbes imunohistoquimicas também foram avaliadas sem o conhecimento prévio
do examinador do grupo ao qual pertenciam (HIV+ / HIV-), em grande aumento e em
areas equivalentes dos granulomas nos trés cortes para identificagao das citocinas.
Os resultados foram quantificados através de uma tabela algoritmica com valores
variando de zero a quatro (0-4) segundo a quantidade de células coradas e a

intensidade do sinal observado nas areas examinadas.



24

Para comprovar a validade deste método e evitar viés de observagéo, foi
solicitado a opinido de outros patologistas, tanto nas laminas coradas pelo H-E
quanto nas marcagées imunohistoquimicas. Os resultados foram entdo comparados
ao do examinador inicial sendo tirado dai uma média cujos valores foram
apresentados no estudo.

Como o critério de escores é subjetivo e depende do examinador, foi adotado
o manual de elaboragdo de laudos histopatologicos da sociedade brasileira de
patologia que utiliza um critério semelhante com a marcagdo imunohistoquimica

para receptores hormonais nos casos de cancer de mama.



25

5 RESULTADOS

5.1 ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS

A avaliacdo dos casos HIV+ revelou alguns aspectos interessantes que
devem ser melhor explorados morfologicamente pois n&o raro fogem ao padrao da
resposta granulomatosa descrita na literatura (ROBBINS, 2000; DE BRITO &
FRANCO, 1994).

As secgdes histologicas do grupo HIV+ mostram granulomas mal formados,
os quais apresentam, na maioria das vezes, extensas areas de necrose
apresentando de permeio células inflamatorias caracteristicamente
polimorfonucleares (Figura 1A, 1C, 1E). Dificilmente véem-se células mononucleares
com aspecto epitelidide, motivo pelo qual utilizo nestes casos a denominagao de
agregados celulares granulomatoides que seria o termo que melhor traduziria a
morfologia destas lesdes.

Observando-as do centro péra a periferia, notamos que este tipo de necrose
caseosa tem aspectos morfologicos distintos da necrose observada no grupo HIV-
pois freqientemente sdo observadas células inflamatérias necréticas ou em
apoptose em meio a material amorfo e eosinofilico , 0 que ndo ocorre no grupo sem
SIDA (Figura 1B, 1D, 1F). A este tipo de necrose poderiamos, para fins didaticos,
denominar citolitica ja que se trata de um tipo especial de necrose caseosa que
apresenta um indice de citdlise que chama a ateng¢do. Morfologicamente quando
olhamos as lesfes no pequenc aumento do microscopio pensamos em necrose
caseosa porém, quando as observamos no grande aumento ficam nitidos os
detalhes acima mencionados e que se diferenciam da necrose do grupo HIV-. As

lesdes sdo extensas e difusas na maioria das vezes.



Figura 1: Fotomicrografias das lesdes pulmonares coradas em H/E.

A: Caso HIV+. Leséao granulomatéide em meio a tecido pulmonar preservado.
N&o se véem células epitelidides ,presenca de extensa necrose com arranjo
morfolégico nodular (40x).

B : Caso HIV- . Granulomas bem formados com trés zonas distintas vendo-se
necrose caseosa central , zonas intermediaria e periférica bem definidas.Nota-se
extensdo da reacgao inflamatéria ao tecido pulmonar adjacente (40x).

C : Caso HIV+. Detalhe da arquitetura da lesao granulomatoéide. Vé-se na parte
superior da figura a necrose citolitica e nas demais areas um infiltrado inflamataério
rico em polimorfonucleares. Nao ha distingdo entre as zonas 2 e 3 (100x).

D Caso HIV -. Detalhe do granuloma vendo-se no centro e porgao inferior
esquerda a necrose caseosa com zona 2 bem definida no canto superior direito
vendo-se uma célula gigante destacada (100x).

E : Caso HIV+. Detalhe da necrose . Observar a riqueza de células
polimorfonucleares em meio ao material de necrose caseosa (400x).

F: Caso HIV - . Detalhe da transi¢ao entre as zonas 1 e 2 do granuloma. Observar
na porcao superior da figura a necrose e no restante da figura a representacao da
zona 2 com predominéancia de células mononucleares (400x).



Figura 1. Fotomicrografias das lesdes pulmonares coradas em H/E
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Observa-se ainda que as lesées do grupo HIV+ apresentam populagao celular
heterogénea onde véem-se freqientes polimorfonucleares neutréfilos e eosindfilos
fazendo parte do infiltrado inflamatério que compdem os agregados celulares
granulomatoides com poucas células de aspecto morfolégico linfocitario,sem células
gigantes multinucleadas ou células de aspecto epitelidide e muita necrose (Figura
1C, 1E).

Ainda explorando a morfologia destas les6es observa-se em apenas um dos
casos do grupo HIV+ (A —54/95) a presenga de células gigantes multinucleadas
fazendo parte do granuloma.

Este caso em particular ndo apresenta células do tipo polimorfonucleares nos
granulomas o que foge ao observado nos outros casos do grupo. Neste caso
também nao se observa a disposi¢cdo arquitetural referida nos demais casos do
grupo onde temos um padrdo que se repete com a necrose citolitica ocupando
grande parte da lesdo e as células polimorfonucleares e mononucleares se
misturam na periferia destas areas em zonas mal definidas (Figura 1C).

Comparativamente, os pacientes estudados no grupo HIV- exibiram
granulomas bem formados, apresentando arquitetura preservada com trés zonas
bem definidas onde se vé area central com necrose do tipo caseosa, zona
intermediaria com células mononucleares, epitelidides e por vezes células gigantes
multinucleadas além do manto linfocitario periférico (Figura 1B,1D).

Neste grupo ndo sdo evidenciados polimorfonucleares neutrofilos ou
eosindfilos fazendo parte da populagéo celular do granuloma.

A distingao morfologica das células do grupo HIV- ndo deixa duvidas quanto a
sua linhagem pois os macréfagos exibem citoplasma amplo de aspecto espumoso

ou eosinofilico e os linfocitos sdo tipicamente pequenos, com nucleos arredondados
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ou ovoides e citoplasma escasso. Em um dos casos do grupo HIV- observa-se fase
cicatricial do granuloma com presenga de fibrose.

No que se refere aos aspectos histologicos é possivel constatar que existem
dois padrbées nitidamente distintos de apresentagdo morfolégica da tuberculose
melhor evidenciados quando analisamos atentamente os granulomas. Primeiro a
quantidade de lesbes e de necrose € maior no grupo HIV+ quando comparado ao
grupo HIV-. Outro aspecto relevante é a arquitetura destas lesGes que esta
preservada somente no grupo HIV-. No grupo HIV+ n&o ha uma distingéo nitida
entre as trés zonas descritas pelos autores o que dificulta a analise dos resultados.
Neste grupo também observa-se maior quantidade de bacilos identificaveis pelo
Ziehl-Nielsen em relagdo ao grupo HIV-. A composi¢do celular dos granulomas € o
aspecto que estd mais alterado onde véem-se predominantemente
polimorfonucleares neutréfilos e algumas células mononucleares nas lesdes do
grupo HIV+, o mesmo nédo ocorrendo com o grupo HIV-, onde a composi¢éo celular
segue o que esta descrito na literatura com predominio de células mononucleares. A
tabela 4 mostra os principais achados histopatolégicos descritos.

TABELA 4: Comparagao Dos Principais Achados Histopatoldgicos

H/E HIV+ HIV-
GRANULOMAS . )
AGREGADOS CELULARES et ]
GRANULOMATOIDES
NECROSE et ++
ARQUITETURA DOS ALTERADA, 3 ZONAS MANTIDAS, 3 ZONAS
GRANULOMAS POUCO NiTIDAS
NIiTIDAS

COMPOSICAO CELULAR POLIMORFONUCLEARES | MACROFAGOS,
NEUTROFILOS, LINFOCITOS,
EOSINOFILOS, CELULAS EPITELIOIDES,
PLASMOCITOS E CELULAS GIGANTES
CELULAS
MONONUCLEARES

PRESENCA DO BACILO ¥ +
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5.2 IDENTIFICACAO DO BACILO

A analise da presenga do bacilo nas lesdes foi feita através da técnica
histoquimica especial que cora em vermelho pela fucsina microorganismos alcool-
acido resistentes (BAAR) conhecida como Ziehl-Nielsen. Esta técnica permite a
visualizagdo direta dos microorganismos.

Em 50% dos casos do grupo HIV+ nado foi possivel identificar bacilos nas
lesdes, porém quando a identificagdo foi positiva o niumero destes microorganismos
foi sempre consideravel (figura 2). No grupo HIV- ndo se vém bacilos na grande
maioria dos casos. Este aspecto ndo mostrou associagado importante com os demais

critérios morfolégicos analisados.



800X

Figura 2. Fotomicrografia de tecido pulmonar com a coloragdo especial do Ziehl-
Nielsen para identificacdo de bacilos alcool-acido resistentes. Notar a presenga
dos bacilos alongados corados em vermelho no citoplasma dos macréfagos
(800x).
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5.3 IMUNOHISTOQUIMICA

5.3.1 Tnf-a
Observa-se positividade para esta citocina em 5 dos 6 casos HIV+ analisados

exibindo um padrdo de marcacdo misto onde véem-se células com marcagéo tanto
membranar como citoplasmatica. A intensidade do sinal observado varia de
moderado a intenso em todos os casos positivos. Fica nitida a localizagdo das
células positivas na zona periférica por vezes vendo-se células também marcadas
no meio da necrose, o que pode ser citocina no interior de células em apoptose. A
tabela utilizada para quantificagdo desta citocina teve como critérios a quantidade de
células marcadas nos granulomas a intensidade do sinal das células marcadas.
(Figura 3A,3C,3E). Os valores atribuidos pelos observadores estdo representados
na Tabela 5 apos ser tirado uma média dos valores de cada um .

TABELA 5: Valores absolutos das citocinas pela imunohistoquimica no grupo HIV+.

TNF-o TGF-B IFN-y
Caso 1 0 1 0
Caso 2 2 1 2
Caso 3 3 1 2
Caso 4 3 1 1
Caso 5 1 2 1
Caso 6 1 1 0

No grupo HIV-, a positividade atingiu 100% dos casos novamente repetindo-
se aqui o padrdo de marcagdo misto e a localizagdo das células marcadas
observada no grupo anterior (Figura 3B,3D,3F). Os valores absolutos estdo descritos
na Tabela 6.

TABELA 6: Valores absolutos das citocinas no grupo HIV-.

TNF-a TGF-f3 IFN-y
Caso 1 1 1 0
Caso 2 2 1 0
Caso 3 4 1 2
Caso 4 2 0 0




Figura 3. Fotomicrografias de tecido pulmonar com reagao imunohistoquimica para
o TNF-a.

A : Caso HIV + : Tecido pulmonar com lesédo granulomatéide representada por
necrose na parte inferior esquerda , e com células marcadas na regiao periférica
da lesdo e nos septos , na parte superior direita (40x).

B : Caso HIV - . Granuloma intensamente marcado para TNF-a (40x).

C : Caso HIV +: detalhe da foto A, com poucas células marcadas na regiao
periférica e com intensidade de sinal moderada. Em meio a necrose vé-se artefato
da reagédo (100x).

D : Caso HIV - . Detalhe da foto B, vendo-se célula gigante multinucleada e
demais células do granuloma (zona 2) com marcagdo em membrana
predominantemente (100x).

E : Caso HIV+ . Grande aumento para identificagdo de ocasionais células
mononucleares com marcagao intracitoplasmatica (400x).

F : Caso HIV - . Grande aumento para melhor visualizagao da positividade da
reagdo mostrada nas fotos B e D. Observar a intensidade do sinal e o padrao de
marcagao intracitoplasmatico e de membrana (400x).



Figura 3. Fotomicrografias d de tecido pulmonar com reagao imunohistoquimica para TNF-a
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5.3.2 Tgf-B

100% dos casos foram positivos para esta citocina no grupo HIV+
apresentando padrao citoplasmatico de marcagéo e intensidade de sinal satisfatorio
(Figura 4). Esta citocina exibiu um padrdo linear de positividade com variagdo
insignificante entre os casos estudados conforme os valores apresentados na
Tabela 5.

Repete-se no grupo HIV- a positividade de quase 100% para esta citocina
com localizagéo periférica nas zonas 2 e 3 , padréo citoplasmatico e intensidade de
sinal idéntica em todos os casos positivos. Observa-se aqui também um padrdo
linear invariavel de marcacdo (Tabela 6) (Figura 4). Consequentemente, o valor
desta citocina para o estudo ndo deve ser computado pois as variagées entre os

casos dos grupos € mesmo entre os grupos foi discreta.



HIV + HIV -

800X 800X

Figura 4 : Fotomicrografias de tecido pulmonar com reagao imunohistoquimica
para o TGF-f. Ambos os grupos exibem um padréao intracitoplasmatico de
marcagao com intensidade de sinal equivalentes bem como a quantidade de
células marcadas (800x).
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5.3.3 Ifn-y

No grupo HIV+, surpreendentemente 04 foram positivos para esta citocina do
total de 06 casos analisados. A positividade foi intracitoplasmatica para todos os
casos considerados positivos. A distribuicdo das células marcadas nas lesdes
granulomatéides foi predominantemente na zona periférica (Figura 5). A positividade
para esta citocina no grupo HIV- foi de 25% (Tabela 6) com localizag&o do sinal
intracitoplasmatica estando as células marcadas localizadas nas zonas 2 e 3 dos

granulomas (Figura 5).



HIV + HIV -

400X 100X

Figura 5: Fotomicrografias de tecido pulmonar com reagao imunohistoquimica
para o IFN-y. Notar que ndo ha um padrao definido de marcagao nitido nos
grupos sendo dificil quantificar o resultado. (HIV+ 400x : HIV- 100x)
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6 DISCUSSAO
6.1 ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS
6.1.1 Necrose

O presente estudo demonstrou dois padrbes morfolégicos distintos de
apresentagao das lesdes nos grupos analisados: No grupo HIV+ estas lesGes sdo
predominantemente mal delimitadas, com extensas areas de necrose central onde
véem-se muitas células em apoptose e com arquitetura mal definida além da
predominancia de células polimorfonucleares na sua composi¢gdo e no grupo HIV-
véem-se granulomas bem formados com arquitetura definida compostos
basicamente por células mononucleares, epitelibides e por vezes gigantes
multinucleadas. Estes aspectos nos mostram que existem duas apresentagdes
morfolégicas para a mesma doenga em seres humanos quando a resposta imune
celular esta alterada.

Temos no grupo HIV+ lesbGes que talvez fosse melhor denominar agregados
celulares granulomatdides, ou granulomas incompletos devido a falta de
caracteristicas morfolégicas e celulares para a definicdo de granuloma. Nestes
casos observaram-se lesGes com extensas areas de destruicdo tecidual com
presenca de necrose citolitica associada, entretanto ocupam regiées bem
delimitadas e mais ou menos bem definidas. Na periferia destas lesGes vé-se tecido
pulmonar sem alteragdes inflamatérias com septos interalveolares finos, sem
congestdo ou edema. Estes aspectos reforgam a semelhangca com a disposigéo

arquitetural de um granuloma (MARIANO, 1995).
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Em outros casos € possivel notar que as lesées sdo menos delimitadas com
extensao intra-alveolar do processo inflamatério o que nos mostra uma deficiéncia
maior na imunidade celular destes casos.

Nos casos do grupo HIV- a necrose € sempre do tipo caseosa caracteristica,
quando presente, ndo se observando células em apoptose ou citdlise acentuada e

os granulomas bem formados.

6.1.2 Arquitetura

Ja no pequeno aumento do microscopio, vé-se que a arquitetura tipica do
granuloma (FENHALLS et al.,, 2002; MARIANO,1995) difere nos grupos sendo
imperfeita no grupo HIV+ no qual ndo se define com nitidez a zona trés que estaria
representada pelo manto periférico de linfécitos e ndo sendo também faciimente
identificavel a transicdo entre as zonas um e dois, esta ultima apresentando uma
populacgéo celular mista (Figura 1A, 1C).

Ja nos casos do grupo HIV- observam-se as trés zonas descritas pelos
autores facilmente e bem definidas (Figura 1B,1D). Ha ainda granulomas que se
encontram em fase de cicatrizagdo os quais fogem dos padrées morfolégicos

analisados.

6.1.3 Composicao Celular

As diferencas sdo nitidas neste aspecto e sdo as mais relevantes estando
basicamente representadas pela frequéncia maior de polimorfonucleares neutréfilos
e eosindfilos nos agregados celulares do grupo HIV+. Neutréfilos participam
ativamente do processo de fagocitose e destruicdo do M. tuberculosis

precocemente porém a sua participagdo na ativagdo e modulagdo da resposta
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imune celular natural ou adquirida ainda é controversa e ndo foi demonstrada em
modelos experimentais (FULTON et. al., 2002).

No grupo HIV- estas células ndo fazem parte do granuloma onde observam-
se células gigantes multinucleadas e células epitelidides na zona dois, além do
manto linfocitario periférico (Figura 1B, 1D).

Em conjunto estas variagdes morfolégicas demonstram que a imunidade
celular esta alterada nédo permitindo ao organismo com SIDA montar uma resposta
satisfatéria contra o mycobacterium tuberculosis, enquanto nos pacientes
imunocompetentes este fendmeno ndo é observado. Pode-se também observar que
a presenga dos polimorfonucleares tardiamente nos agregados celulares
granulomatosos pode ter um significado importante, porém ainda ndo demonstrado,
da sua efetiva participagdo na modulagéo da resposta imune celular o que seria uma
evidéncia da adaptacgao do sistema imune a um novo microambiente imunologico.

Sabe-se que pacientes HIV+ que adoecem com o M. tuberculosis tém a carga
viral aumentada pelo aumento da replicagéo intracelular do virus assim como uma
diminuicdo do numero de ceélulas T CD4+ (BRASIL, 2001; GASCON et. al., 2002). O
namero de linfécitos T CD4+ IFN-y secretores aumenta apds a terapia antiretroviral
especifica fortalecendo a resposta imune celular especifica contra o bacilo
(RICHARD et.al., 2002).

A carga viral plasmatica apresenta redugao em pacientes com tuberculose co-
infectados pelo HIV e que ndo estdo em uso de drogas antiretrovirais mas que sdo

tratados para tuberculose isoladamente (BRASIL, 2001).
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Portanto, apesar dos achados morfolégicos serem semelhantes entre os
pacientes do mesmo grupo, podemos atribuir as variagdes intrinsecas presentes nos
agregados granulomatoéides do grupo com SIDA a diferentes fases da Sindrome e
também pelas interagées entre HIV e M. tuberculosis com maior ou menor
comprometimento da resposta imune celular.

Nao estao disponiveis informacdes clinicas detalhadas sobre a carga viral ou
a contagem periférica de células T CD4+ dos casos selecionados para o estudo o
que prejudica uma correlagdo mais eficaz dos fatos.

Um outro fato que corrobora esta observagdo estda evidenciado na
identificagdo do bacilo através do método de coloragéo pelo Ziehl-Neelsen onde
temos casos HiV+ que ndo apresentam bacilos quando o que se esperaria € um alto
parasitismo consequente do comprometimento imunoloégico observado na maioria
destes pacientes.

Da mesma maneira observam-se no grupo HIV- poucos granulomas sem
necrose e um caso com identificagdo positiva do bacilo através do Ziehl. Ja neste
caso atribui-se que o momento da autopsia coincidiu com a fase bacilifera da
doenga onde se observa alto parasitismo o que é diferente de um estado de
deficiéncia imunologica especifica de células T CD4+.

Segundo UMAIMAINTHAN (UMAIMAINTHAN et.al., 2002), que demonstrou
experimentalmente que a eficacia da resposta imune celular contra o M. tuberculosis
é diferente a depender da via de entrada do bacilo no organismo o que pode
explicar em parte a presenga destes microorganismos em granulomas de pacientes
imunocompetentes pois nestes casos o sistema imune ainda néo estaria totalmente
ativado mesmo que o paciente tenha sido previamente imunizado com o BCG.

Entdo ha dois mecanismos distintos para explicar o mesmo fato.



41

6.2 IMUNOHISTOQUIMICA

Esta bem estabelecido na literatura o papel fundamental das citocinas na
imunomodulagédo dos granulomas na tuberculose pulmonar (ELNER, 1997). Varios
experimentos in vitro e em modelos murinos apontam as citocinas do pélo Th1 da
resposta imune celular IFN-y e TNF-a como principais responsaveis pelos eventos
relacionados ao controle da proliferagdo do bacilo bem como da ocorréncia de
necrose e destruigdo tecidual (ZHANG et. al., 1995).

Estudos em espécimes cirtrgicos de seres humanos utilizando a hibridizagao
in situ RNA-RNA bem como a imunohistoquimica demonstram que estas e outras
citocinas além de confirmarem as observagfes experimentais descritas na literatura
podem ter agbes sinérgicas e ainda mostrarem valores variados nos granulomas
denotando que o microambiente do granuloma é diversificado e que a sua
modulagdo imunolégica € um processo dinamico e individual (FENHALLS et. al,,
2000; 2002).

A co-infecgdo HIV/TB em humanos altera o perfil de citocinas presentes nas
lesbes onde passam a predominar o TNF-a relacionado com maior quantidade de
necrose e de apoptose das células inflamatorias nos granulomas e principalmente
nos agregados celulares granulomatoides, enquanto ocorre diminuigdo do IFN-y
juntamente com a redugdo da contagem das células T CD4 + (ELNER, 1997;
GASCON et. al., 2002; HIRSCH et. al., 2001).

No presente estudo houveram variagbes dos dados obtidos da literatura
consultada pois na maioria dos pacientes HIV+ ndo houve disparidade entre as
citocinasTNF-o e IFN-y estando ambas aumentadas nestes pacientes o que nos faz
acreditar que ainda mantenham uma imunidade celular preservada com a contagem

de células T CD4 + acima dos niveis criticos ou que estejam fazendo um

cPqGM
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mecanismo compensatoério alternativo desconhecido via células polimorfonucleares.
No grupo HIV- observa-se, em um dos casos, perfil de citocinas semelhante ao do
grupo com SIDA porém, com valores absolutos mais elevados (Tabela 6).

Estes resultados podem estar relacionados ao alto parasitismo observado
neste caso em especial, caracteristico da fase bacilifera da doenga e que
certamente produzira valores elevados de citocinas. Em geral o que se observou no
estudo concorda com o que esta descrito na literatura, neste grupo em particular.

Os demais casos deste grupo ndo marcaram para o interferon-gama o que,
ndo deve ser interpretado como alteragdo na imunidade celular adquirida destes
casos pois, as dificuldades técnicas para marcagdo de substancias intracelulares,
com meia vida tdo curta como o interferon-gama e em material de autépsia, que
pode ficar até uma semana em formol sem ser processado, devem ser levadas em
consideragao.

A citocina TGF-B ndo teve associagdo com os parametros imunoldgicos aqui
avaliados pois ndo houve variagédo nos valores absolutos dignos de nota em nenhum

dos dois grupos (Tabelas 5;6).

6.3 CONSIDERAGOES FINAIS

As variagbes morfolégicas nos dois grupos séo nitidas e evidenciam padrdes
distintos de resposta inflamatéria para uma mesma doenga em decorréncia de
variagdes no estado imunolégico destes pacientes. O conhecimento deste espectro
de apresentagdes € importante tanto para estratégias de tratamento quanto para o

diagnéstico precoce o que constitui um sério problema clinico atualmente.
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A participagao das citocinas Th1 esta demonstrada in situ e as suas variagdes com
o que esta descrito na literatura (ELNER, 1997; HIRSCH et. al., 2001; FENHALLS
et. al., 2000; ZHANG et. al., 1995) podem ser multifatoriais o que nos leva acreditar
gue outros componentes teciduais como a matriz conjuntiva e as suas células,
quimiocinas e neutdfilos(FULTON et. al.,, 2002) possam estar tendo alguma

influéncia.

6.4 LIMITACOES DO ESTUDO
Uma das principais Iimitagc“jes deste estudo foi o niumero pequeno de casos para
comparacgao principalmente no grupo HIV- .

Tal fato se deveu em parte a problemas com os blocos e relatérios de
autopsia pois recentemente o servigo de anatomia patologica do HUPES passou
por uma reforma completa o que acabou prejudicando o arquivo. Outro fato
importante é a dificuldade técnica para realizagdo de imunohistoquimica em material
de autoépsia pois a fixagdo em formol sendo inadequada prejudica a marcagao de
algumas citocinas bem como dos fenoétipos das células. Ha também o fato de que
algumas citocinas nao sao disponiveis comercialmente para estudo em tecidos
incluidos em parafina como é o caso da IL — 10 por exemplo.

Desta forma quando se analisam os resultados n&o se observa significancia
estatistica dos valores. Outro aspecto que pode interferir nos resultados |,
principalmente com as citocinas , é o fato de que os pacientes HIV+ podem estar em
fases diferentes de doenga o que traduz estados imunoldgicos diferentes. A
maneira mais fidedigna de se parear os pacientes seria pela carga viral plasmatica
e /ou pela contagem de células T CD4 + no sangue periférico. Dificiimente estes

exames chegam nos prontuarios para os patologistas.
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7 CONCLUSOES

Os padrées morfologicos de resposta ao bacilo da tuberculose pulmonar séo

distintos quando se comparam pacientes HIV+ com HIV- .

As lesbes dos <casos HIV+ demonstram elevada frequencia de

polimorfonucleares, extensa necrose e auséncia de granulomas bem formados.

As lesdes dos casos HIV- foram caracterizados por granulomas bem formados e

intensa presenga de TNF-a.

O comprometimento da resposta imunocelular demonstrado pelo TNF-a nos
casos HIV+ provavelmente induz alteragées do padrdo morfoloégico das lesdes

tuberculosas.
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