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RESUMO

A utilizagdo de antigenos especificos do M. tuberculosis é de extrema importancia
para o diagnostico precoce da tuberculose e para o controle da propagacdo da micobactéria na
populacdo. O CFP-10 é um antigeno que esta presente no M. tuberculosis, porém esta ausente
no M. bovis da BCG e nas micobactérias ambientais. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
verificar se a resposta imune contra o antigeno recombinante CFP-10 do M. tuberculosis é
capaz de diferenciar a imunidade desenvolvida pela vacina BCG daquela devido a infeccédo
pela micobactéria. Para isto, foi analisada a resposta imune celular de 18 pacientes com TB
ativa, 16 pacientes tratados e 19 individuos saudaveis PPD-positivo. A resposta imune celular
foi analisada através de cultura de PBMC para ensaios de proliferagdo celular e producgéo de
citocinas Thl (IFN-y e TNF-a), Th2 (IL-4, IL-13) e a citocina reguladora IL-10 frente aos
estimulos de PHA, BCG e CFP-10. Foi possivel observar um aumento significativo na
resposta proliferativa das células apds cultivo com PHA entre os individuos tratados e os
saudaveis quando comparados aos pacientes ativos. A comparacao dos indices de proliferacdo
entre os trés grupos frente ao BCG e ao antigeno CFP-10 ndo foi estatisticamente
significativa. Em relacdo aos niveis plasmaticos das citocinas, os niveis de IFN-y mostraram-
se significativamente mais elevados nos pacientes com TB ativa em relacdo aos pacientes
tratados e aos individuos saudaveis. Os niveis plasmaticos de IL-13 foram significativamente
maiores entre 0s pacientes com TB ativa em relacdo aos individuos saudaveis. Os niveis
plasmaticos de IL-10 foram significativamente maiores entre 0s pacientes com doenca ativa
em relacdo aos pacientes tratados. J& em relacdo ao TNF-a ¢ a IL-4, ndo foram detectadas
diferencas nos niveis plasmaticos entre os trés grupos. Em relacdo a producdo das citocinas
nos sobrenadantes de cultura, houve producédo significativamente maior de IFN-y frente ao
BCG entre os individuos saudaveis quando comparados aos pacientes ativos e tratados. A
producdo de IL-4 foi significativamente maior entre os pacientes com TB ativa em relacdo aos
individuos saudaveis nos sobrenadantes de culturas sem estimulo e ap6s os estimulos com
BCG e CFP-10. Ja a producdo de IL-4 ap6s o estimulo de PHA foi significativamente maior
entre os pacientes ativos e tratados quando comparados aos individuos saudaveis. A producdo
de IL-13 foi significativamente maior nos grupos dos pacientes ativos e tratados em relacdo
aos individuos saudaveis apos estimulo com PHA. Em relacdo a producdo de IL-10, foi
significativamente maior nos grupos dos individuos saudaveis e dos pacientes tratados quando
comparados aos pacientes com TB ativa nas culturas sem estimulo e apos estimulo com PHA.
Frente ao antigeno CFP-10, houve uma maior producdo de IL-10 entre os individuos
saudaveis, sendo a diferenca significativa apenas em relacdo aos pacientes ativos. Ndo houve
diferenca estatisticamente significativa na producdo de TNF-a frente aos estimulos entre os
trés grupos de participantes. Portanto, entre os pacientes ativos foi possivel observar um
significativo viés Th2, em detrimento de uma resposta Thl protetora. N&do foi possivel
observar um grande potencial do CFP-10 em induzir producdo de IFN-y nos pacientes com
tuberculose ativa. Pelo contrario, citocinas de padrdo Th2 (IL-4 e IL-13) mostraram-se
potencialmente mais promissoras para diferenciar os pacientes doentes daqueles saudaveis ou
tratados. Os dados, especialmente o balanco IL-10/IFN-y, apontam para a existéncia de um
complexo modelo de imunorregulacéo entre os pacientes com tuberculose.

Palavras-chave: Tuberculose, CFP-10, Citocinas, Proliferacéo celular.
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ABSTRACT

The use of specific antigens of M. tuberculosis is extremely important for early
diagnosis of tuberculosis and to control the spread of mycobacteria in the population. The
CFP-10 is an antigen that is present in M. tuberculosis, but is absent in M. bovis of BCG and
environmental mycobacteria. So, the objective of this study was to determine whether the
immune response to recombinant CFP-10 of the M. tuberculosis is able to differentiate the
immunity developed by the BCG vaccine that due to infection by mycobacteria. For this, we
analyzed the cellular immune response of 18 patients with active TB, 16 treated patients and
19 healthy PPD-positive. The cellular immune response was analyzed by culture of PBMC for
assays of cell proliferation and production of Thl cytokines (IFN-y and TNF-a), Th2 (IL-4,
IL-13) and the regulatory cytokine IL-10 to PHA, BCG and CFP-10. It was possible to
observe a significant increase in proliferative response of cells after culture with PHA among
treated and healthy participants compared to active patients. Comparison of the proliferation
index among the three groups to the BCG and CFP-10 antigen was not statistically
significant. In relation to plasma levels of cytokines, IFN-y was significantly higher in
patients with active TB compared to treated patients and healthy subjects. Plasma levels of IL-
13 were significantly higher among patients with active TB compared to healthy subjects.
Plasma levels of IL-10 were significantly higher among patients with active disease compared
to treated patients. In relation to TNF-a and IL-4, no differences were found in plasma levels
among the three groups. For the production of cytokines in culture supernatants, there was a
significantly higher production of IFN-y to BCG among healthy individuals when compared
to active and treated patients. The production of 1L-4 was significantly higher among patients
with active TB compared to healthy subjects in the supernatants of cultures without
stimulation and after stimulation with BCG and CFP-10. The production of IL-4 after
stimulation of PHA was significantly higher in patients with active and treated TB when
compared to healthy subjects. The production of IL-13 was significantly higher in treated and
active patients compared with healthy individuals after stimulation with PHA. For the
production of IL-10, it was significantly higher in the healthy subjects and patients treated
when compared to patients with active TB in cultures without stimulation and after
stimulation with PHA. With the CFP-10 antigen, there was a greater production of IL-10
among healthy subjects and the difference was significant only for active patients. There was
no statistically significant difference in production of TNF-a with the stimuli among the three
groups of participants. So among the active patients there was a significant bias Th2, rather
than a protective Thl response. It was not possible to observe a big potential of CFP-10 in
inducing IFN-y production in patients with active tuberculosis. Otherwise, Th2 cytokines (IL-
4 and I1L-13) were potentially more promising for differentiating sick patients from those
healthy or treated. The datas, specially the balance IL-10/IFN-y, show the existence of a
complex model of immunoregulation in patients with tuberculosis.

Keywords: Tuberculosis, CFP-10, Cytokines, Cell proliferation.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma patologia que acompanha o0 homem desde as
civilizagcbes mais antigas. Segundo registros, sejam em documentos encontrados ou estudos
em mumias, a doenca tem sido observada no passado dos povos de varias racas e nos diversos
continentes. Tudo indica que seus riscos se ampliaram na propor¢do do adensamento das
populagdes. A urbanizacdo, com a decorrente aproximacdo e a convivéncia prolongada dos
individuos, tem sido importante fator de multiplicacdo dessa doenca ®.

A TB ja foi considerada uma doenca terminal. Porém, hoje, com o avanco da
terapia, essa doenca ja é praticamente curavel, desde que o paciente siga de forma correta o
tratamento.

Apesar da descoberta, ha mais de 50 anos, de drogas efetivas para o tratamento da
TB, h& ainda muitos obstaculos para o controle da infeccdo pelo Mycobacterium tuberculosis,
como o longo tratamento de 6 a 9 meses de duracdo, a resisténcia aos farmacos, a auséncia de
uma vacina altamente eficaz e o incompleto conhecimento sobre o controle da progresséo da
doenca @. Outro grande obstaculo com que os clinicos se deparam é a falta de um teste
diagnostico rapido que seja sensivel e especifico suficiente para o diagnostico precoce da

doenca.

1.1 EPIDEMIOLOGIA

Estima-se que um terco da populacdo mundial esteja infectado pelo M.
tuberculosis. Em 2008 observou-se uma incidéncia de aproximadamente 9,4 milhdes de casos
de TB mundialmente, o equivalente a 139 casos por 100.000 habitantes. As maiores
concentracdes desses casos estdo em alguns paises da Asia e da Africa, como India, China,
Indonésia, Nigéria e Africa do Sul que sdo os cinco paises que lideram o grupo dos 22 paises
com alta incidéncia de TB ® (FIG. 1).

Ao longo das ultimas décadas, ainda que as autoridades sanitarias tenham
instituido esforcos para o controle da TB, seja através da identificacdo (baseados na deteccao)
de casos novos, tratamento precoce dos doentes, quimioprofilaxia dos infectados sob risco de

adoecer e ampla difusdo da vacina BCG ®, o M. tuberculosis continua sendo uma das

Figueiredo, A. A. ‘Uberaba, 2010
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ameacas mais sérias para a saude publica, responsavel por pelo menos 1,3 milhdes de mortes
por ano em todo o mundo ©®. Uma situacéo particular relacionada com a infeccdo pelo M.
tuberculosis é a co-infeccdo com o virus HIV. A TB € responsavel pela morte de mais de um
terco das pessoas infectadas pelo HIV © e de acordo com a Organizacdo Mundial de Satde
(OMS), de 9,3 milhdes de casos novos de TB que ocorreram no mundo em 2007, 1,37
milhGes (15%) eram co-infectados com HIV. A Africa Sub-Saariana representou
aproximadamente 79% dessas co-infecgdes, seguido pelo sudeste asiatico, com 11% ©.

A propagacdo do virus da AIDS e o surgimento de cepas de M. tuberculosis
multidrogaresistentes tém aumentado o impacto dessa doenca no mundo.

Alguns estudos tém apontado como causa da propagacdo e viruléncia da TB e da
epidemia do HIV na Africa a alta incidéncia de infeccBes parasitarias, em geral, e
particularmente infeccdes por helmintos. Nessas situacdes a resposta mediada por células é
predominantemente do tipo Th2 ©.

No Brasil, a TB é considerada a 42 causa de mortes por doencas infecciosas e a 12
entre os pacientes com AIDS. A incidéncia de TB varia de acordo com a regido, sendo que as
maiores taxas sd0 observadas nas regides norte e sudeste. Cerca de 80 mil novos casos da
doenca (incidéncia de 39 casos por 100 mil habitantes) e aproximadamente 5 mil mortes por
ano sdo registrados, o que coloca o Brasil em 14° lugar entre as 22 nacdes com alta

prevaléncia da doenca " (FIG. 1).

Figueiredo, A. A. ‘Uberaba, 2010
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FIGURA 1: NUumero de casos novos de TB.
Fonte: WHO, 20009.

A distribuicdo geogréafica da TB, por todo o mundo, parece estar relacionada as
condices socioecondmicas locais ®, sendo que cerca de 95% de todos 0s casos ocorre em
paises em desenvolvimento . Na maioria dos paises desenvolvidos, o risco de infeccdo pelo
M. tuberculosis é da ordem de 0,1 a 0,3%, enquanto que em paises com condi¢gdes mais

precérias a taxa alcanca 2,5%. No Brasil como um todo, o risco é de 0,5% *©.

1.2 O AGENTE ETIOLOGICO

A TB é uma doenca endémica infecto-contagiosa causada por microorganismos
que pertencem a ordem dos Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae, ao género
Mycobacterium e ao complexo Mycobacterium tuberculosis. Esse complexo inclui o M.
tuberculosis, agente causador da TB em humanos, o M. bovis, que causa TB em mamiferos
incluindo bovinos e humanos, o M. africanum, que provoca mais casos de TB que o M.

tuberculosis em partes da Africa, 0 M. microti, que infecta ratos silvestres, mas nio é

Figueiredo, A. A. ‘Uberaba, 2010
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virulento em humanos e camundongos, 0 M. canettii, 0 qual raramente estd associado a
infeccdo Y e, recentemente, o M. caprae, agente causador da TB em caprinos 2.

Essas micobactérias apresentam como caracteristica principal o fato de serem
bacilos alcool-acido resistentes (BAAR). Essa caracteristica designa bactérias que resistem a
descoloracdo com alcool acidificado quando coradas a quente com fucsina fenicada e dessa
forma apresentam coloracdo avermelhada (técnica de Ziehl-Neelsen), quando observadas em
esfregacos ao microscopio Optico. Essa propriedade se deve principalmente as caracteristicas
dos lipideos que comp&em a parede celular dessas bactérias .

O M. tuberculosis, sendo o principal agente causador da TB no homem, foi
isolado e identificado, pela primeira vez, como agente etioldgico da TB, por Robert Koch, em
1882, passando a ser conhecido também como bacilo de Koch. Esse bacilo apresenta um
comprimento de 1,0 a 4,0 um e diametro de 0,3 a 0,6 um. Caracteriza-se por ser um patégeno
intracelular facultativo devido a sua capacidade de sobreviver e se multiplicar no interior de

macréfagos, apresenta crescimento lento e é aerdbio estrito 4.

1.3 MODO DE TRANSMISSAO

O M. tuberculosis é transmitido a partir da sua eliminacdo em goticulas de saliva
através de tosses ou espirros de individuos com a forma pulmonar da TB. Essas goticulas
podem permanecer em suspensdo por varios dias, em condi¢des favoraveis, e uma vez
aspiradas, as particulas infectantes maiores sdo removidas pelo sistema mucociliar do trato
respiratorio superior e as particulas menores podem alcancar os alvéolos pulmonares.

A transmissdo do M. tuberculosis e o resultado da infeccdo dependem de varios
fatores que vao determinar a interagdo bacilo — hospedeiro, entre eles a viruléncia da cepa
infectante, o nimero de particulas inaladas e, principalmente, a integridade do sistema
imunologico do hospedeiro especialmente do setor mediado por células - macrofagos e
linfocitos T e, ainda, da eficiéncia dos mecanismos efetores desencadeados a partir da
ativaco destas células 9.

A chance de adquirir a infeccdo aumenta em familias de baixa renda, que moram
em casas mal ventiladas e pequenas e que tém contato proximo e prolongado com pelo menos

um adulto tuberculoso ©.
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1.4 PATOGENIA

O sucesso da infeccdo pelo M. tuberculosis € devido a habilidade que esta
micobactéria tem de, ap6s sofrer fagocitose, persistir no interior de macréfagos e se proliferar,
escapando dos mecanismos anti-microbianos dessas células, através de seus mecanismos de
evasdo ™ e estabelecendo uma infeccio que pode se manifestar como uma doenca aguda ou
cronica ou, ainda, ser assintomatica com possibilidade de ativacio posteriormente . Esses
mecanismos de evasdo representam um papel importante na patogénese da micobactéria .

Apos a inalagdo dos bacilos ocorre a formacdo do complexo priméario da TB
caracterizando a primoinfeccdo (infeccdo inicial) tuberculosa que ocorre em individuos sem
imunidade especifica, geralmente em criangcas saudaveis e jovens que ndo tinham sido
expostos ao M. tuberculosis anteriormente. A adolescéncia é a época de maior risco 7.

Os bacilos multiplicam-se no interior de macrofagos levando a sua destruicdo e a
progressao da reacdo inflamatéria mononuclear, com a formacdo do foco pulmonar primario
ou foco de Gohn. Células fagociticas contendo os bacilos migram via drenagem linfatica e
chegam a linfonodos satélites da regido atingida. L& os bacilos continuam a multiplicar-se
dentro de celulas fagociticas, e ao lisa-las, provocam uma nova reacdo inflamatéria, com
consequente hiperplasia do linfonodo infectado. A esse conjunto de eventos (foco pulmonar,
linfagite intermediéria e foco ganglionar) denominou-se, entdo, complexo priméario da TB
(18,19).

O resultado da infeccdo inicial pode variar de acordo com a cepa da micobactéria
inalada e/ou o estado imunoldgico do individuo. Cerca de 10% dos individuos apresentam
susceptibilidade ao desenvolvimento da doenca, conduzindo diretamente a TB primaria, que
ocorre dentro dos primeiros cinco anos apos a infec¢éo inicial, devido a uma falha na resposta
adaptativa em controlar a replicacdo inicial da bactéria ®®. A maior parte dos individuos
expostos desenvolve uma resposta imune eficaz permanecendo no periodo de laténcia da
infeccdo (estabilizacdo) #??, sem cura bacteriolégica, com a possibilidade de reativacéo e
evolucdo para a TB secundaria ou pds-primaria. Pode ocorrer ainda a cura bacterioldgica ou
também a disseminacdo da micobactéria em diversos 6rgaos, produzindo uma TB miliar

aguda ou lesdes exsudativas similares a pneumonia ou meningite.
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A TB secundaria pode ser localizada, concentrando-se no 6rgdo lesionado no
periodo primario, ou disseminada, caracterizando uma TB miliar tardia 3%,

Individuos com TB latente, apesar de serem assintomaticos e nao serem
contagiosos representam um grande reservatério do M. tuberculosis e podem permanecer
nessa fase por meses a anos ou mesmo a vida inteira. A reativacdo dessa infeccdo latente pode
ocorrer por alteracdo da resposta imune, levando ao aparecimento dos sinais e sintomas da
doenca. Algumas das causas associadas a reativacao sdo: infeccdo pelo HIV, tratamento com
drogas imunossupressoras como 0s corticosterdides, envelhecimento e abuso de alcool ou

drogas ilicitas %29,

1.5 RESPOSTA IMUNE NA TUBERCULOSE

O controle imunoldgico contra a infeccdo pelo M. tuberculosis, em individuos
resistentes, é baseado na resposta imune celular (Thl), devido o organismo viver no interior
de células, geralmente macréfagos ?"?®. Este tipo de resposta inclui a participacdo de
macrofagos, linfocitos T CD4+, T CD8+ e yd, além da produgcdo de citocinas como
Interleucina (IL)-2, Interferon-gama (IFN-y), IL-12, Fator de Necrose Tumoral (TNF)-a e
também quimiocinas como RANTES, proteina quimiotatica de mondcito (MCP)-1, proteina
inflamatoria do macréfago (MIP)-1a e IL-8 que apresentam um papel muito importante na
migracdo de diferentes subpopulagdes celulares ao sitio de infeccdo para a formagdo do
granuloma 39,

Mecanismos efetores tanto da imunidade inata quanto da adaptativa participam da

defesa contra a TB.

1.5.1 Imunidade Inata

Células fagocitarias, como os macréfagos e as células dendriticas, que sdo 0s
primeiros tipos celulares envolvidos na resposta imune inata, ttm um papel crucial na

iniciacdo e direcdo da imunidade adaptativa mediada por células T. As diferencas dos

Figueiredo, A. A. ‘Uberaba, 2010



19

resultados entre os individuos apds a infeccdo com o M. tuberculosis pode ser em parte
explicado pela eficiéncia dos varios mecanismos de defesa da imunidade inata ©°.

A TB inicia-se com a inalacdo de aerossois contendo os bacilos. J& antes mesmo
de atingir os pulmdes, ha o desencadeamento de uma defesa inespecifica por parte do
organismo contra a instalacdo dessas micobactérias, representando a resposta imune inata do
hospedeiro, constituida pelas barreiras fisicas, como o0s pélos nasais, 0 muco, 0
turbilhonamento aéreo nasal e a secrecdo traqueobrénquica. Porém, apenas um pequeno
namero de bacilos é preciso para entrar nos alvéolos dos pulmdes humanos e estabelecer uma
infeccdo @Y.

No interior dos pulmdes, as primeiras células que sdo infectadas pelo M.
tuberculosis e suporta o seu crescimento sdo 0s macrofagos alveolares que, juntamente com
células dendriticas, respondem a infeccdo através do inicio de uma cascata inflamatoria
necessaria para o extravasamento de leucocitos sanguineos para o local da infecdo ¢#%9,

Essas células fagocitéarias reconhecem e fagocitam a micobactéria através de seus
receptores fagociticos, como os receptores do complemento (CR1, CR3 e CR4) que séo
responsaveis pela fagocitose do M. tuberculosis opsonizado ©*, o Receptor de manose (MR)

39, o0s receptores “scavenger” ¢

que sdo responsaveis pela fagocitose do M. tuberculosis
ndo-opsonizado e outros. Além desses, os macréfagos e as células dendriticas também
expressam outros tipos de receptores que exercem um importante papel no reconhecimento
imune do M. tuberculosis, sdo os receptores de reconhecimento de padrées (PRR), que
reconhecem padrGes moleculares associados a patégenos (PAMP). Sabe-se que o M.
tuberculosis pode ativar pelo menos duas familias diferentes de PRRs, os receptores “Toll-
like” (TLR) ®” e os receptores “NOD-like” (NLR) ¢,

Sabe-se que o M. tuberculosis pode atuar ativando o TLR2 e o TLR4, que
interagem com diferentes componentes da bactéria. O TLR2 atua como um heterodimero
juntamente com TLR1 ou TLR6 e € ativado por lipopeptideos, enquanto que o TLR4 é
ativado por lipopolissacarideos. Essa ativacdo dos TLRs por ligantes especificos do M.
tuberculosis inicia uma cascata de sinalizacdo nas células fagocitarias que resulta na ativacdo
do fator nuclear de transcrigdo kappaB (NF«B) levando & producéo de citocinas e quimiocinas
inflamatdrias que sdo cruciais para o desenvolvimento da resposta imune adaptativa, além da
maturacdo do fagossomo e da atividade antimicrobiana direta ©°*?. Assim, a ativacdo de
TLRs constitui uma importante ligacao entre a resposta celular inata e a subsequente ativagédo

da resposta imune adaptativa contra o patégeno “V.
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O produto da fagocitose sdo os fagossomos. Estes, por sua vez, se fundem a
lisossomos, que sdo organelas com potentes enzimas hidroliticas que em pH &cido sdo
capazes de degradar macromoléculas inteiras, incluindo microorganismos. O resultado dessa
fusdo forma o fagolisossomo, onde o microorganismo fagocitado é degradado pelas enzimas.
Entretanto, essa funcdo de degradacdo exercida pelo fagolisossomo encontra-se prejudicada
na infecgdo pelo M. tuberculosis. Um dos mecanismos de evasdo do M. tuberculosis da
destruicdo pelos macrofagos é inibir essa fusdo entre o fagossomo e o lisossomo através da
liberacdo de enzimas e derivados micobacterianos e diminuir a poténcia das enzimas
intralisossomais através da alcalinizacio do meio #2449,

Assim, esses microorganismos podem sobreviver e até se replicar dentro dos
fagossomos, proporcionando uma fonte persistente de antigenos nos compartimentos
vesiculares.

O M. tuberculosis pode interagir também com células ndo-fagocitarias, como as
células epiteliais alveolares “®, através de varias moléculas, como as proteinas surfactantes,
as Lequitinas ligadoras de Manose (MBLs) e C1q. Essa interagdo seria uma alternativa para
escapar das agressdes do meio e dos poderes microbicidas dos macréfagos “®. O aumento da
ligacdo do M. tuberculosis a células epiteliais e/ou macrofagos alveolares pode representar um
fator de risco para o desenvolvimento clinico da TB ¢,

As células “natural killers” (NK) também participam da resposta imune inata na
defesa contra o M. tuberculosis. Essas células, além de ativarem macrofagos através da

47

producdo de IFN-y ", possuem grénulos citoplasmaticos contendo granulisina, uma proteina

de 9kDa que altera diretamente a integridade da membrana da micobactéria, levando a sua
morte (4349,

Na maioria dos individuos que sdo expostos ao M. tuberculosis a resposta imune
inata ndo proporciona uma protecdo eficaz contra a infeccdo, sendo necessario o
envolvimento da resposta adaptativa para conter o crescimento da bactéria e promover a

protecio ©.

1.5.2 Imunidade Adaptativa

De acordo com estudos em relacdo a imunidade protetora anti-micobacteriana, a

interacdo entre células T CD4+, macréfagos e células dendriticas é essencial para uma
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resposta imune especifica efetiva contra o M. tuberculosis, necessitando principalmente da
secrecdo de citocinas do tipo Thl, tendo o IFN-y como a citocina principal. O resultado da
infeccdo pelo M. tuberculosis depende, principalmente, do sucesso da interacdo entre essas
células @7°1%2),

O balango entre 0 IFN-y, uma citocina Thl, e IL-4, uma citocina Th2 ou IL-10,
uma citocina reguladora é a chave para a manutencéo dessa resposta %,

As células dendriticas, no local da infeccdo, capturam o M. tuberculosis e seguem
via sistema linfatico até um linfonodo, onde, na regido paracortical, apresentam antigenos do
M. tuberculosis as células T naive que ali se encontram ©*°9.

Como o M. tuberculosis reside, principalmente, em vacuolos dentro de fagdcitos,
o resultado é a apresentacdo via MHC de classe Il de seus antigenos para as celulas T CD4+
que agora ativadas migram para o local da infec¢do para desempenhar suas funcdes efetoras.

o 675 Assim, o

Essas células sdo essenciais na resposta protetora contra esse patdgen
aumento de casos de infec¢bes pelo HIV, que provoca uma diminuicdo dessas células T
CD4+, tem aumentado a susceptibilidade & infeccdo aguda e também a reativacio da TB ©9.

Duas a trés semanas apos a infeccdo, a imunidade mediada por células T se
desenvolve. Linfocitos T antigeno-especificos, caracterizando a imunidade adaptativa,
proliferam dentro das lesdes e reconhecendo antigenos do M. tuberculosis, apresentados por
macrofagos, passam a produzir IFN-y e TNF-a que ativam os macrofagos a destruirem as
micobactérias intracelulares %) através da producdo de Reativos Intermediarios de
Oxigénio (ROI) e Reativos Intermediarios de Nitrogénio (RNI) como o 6xido nitrico (NO)
(6162) caracterizando seus efeitos micobactericidas, pois reagem com uma ampla variedade de
moléculas, incluindo acidos nucléicos, proteinas, lipideos e carboidratos.

Para neutralizar a acdo dessas substancias micobactericidas o M. tuberculosis
utiliza uma variedade de moléculas para desintoxicar os ROlIs e RNIs antes dos danos ou para
reparar os danos por eles causados ©?.

Outra populacéo de linfdcitos que apresenta uma fungdo importante na TB sdo 0s
linfocitos T y6 (Gama-delta). Essas células tendem a se concentrar na superficie epitelial e
podem ser consideradas a defesa inicial contra a invasdo de patdgenos, pois estdo entre as
primeiras células recrutadas para o local da lesdo e também secretam citocinas e quimiocinas,
importantes na resposta imune. Esses linfocitos representam aproximadamente cerca de 1 a
5% dos linfécitos T CD3+ e respondem a uma quantidade restrita de antigenos do M.
tuberculosis, enquanto que os linfocitos T aff (Alfa-beta) representam aproximadamente 95%

e respondem a uma ampla variedade de antigenos. Porém, ambos os tipos de linfdcitos séo
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igualmente citotoxicos aos macrofagos infectados pela micobactéria, produzindo grande
quantidade de IFN-y ©46%),

Recentemente, células T CD8+ especificas para antigenos do M. tuberculosis tém
sido isoladas de pacientes infectados ou geradas por imunizacdo. Elas migram para os
pulmdes de maneira similar as células T CD4+, depois da infeccdo ©®). Essas células, além de
produzirem IFN-y para a ativagdo de macrofagos, provocam a lise de células infectadas
através da producdo de perforina e granzimas “® e também a apoptose via interacdo de
proteinas transmembranicas Fas-FasL, conhecidas como receptores da morte, reduzindo,
assim, o niimero de bactérias intracelulares "

As células T CD8+ podem reconhecer antigenos micobacterianos ligados as
moléculas de MHC de classe | ou as moléculas CD1 ©”. O mecanismo pelo qual proteinas
micobacterianas tém acesso as moléculas de MHC classe | ainda ndo é muito entendido. Um
estudo observou a formacdo de poros ou rupturas induzidos pela micobactéria na membrana
vesicular que envolve o bacilo, permitindo a evasdo de antigenos micobacterianos para o
citoplasma da célula infectada ©®.

As moléculas CD1 sdo moleculas apresentadoras de antigenos, estruturalmente
similares ao MHC, codificadas por genes nao polimérficos e, diferentemente das moléculas
de MHC classe | que apresentam peptideos, apresentam lipideos ou glicolipideos as células T
CD8+ mostrando que uma variedade de antigenos pode ser reconhecida por células T.

Dados sugerem que Sd0 necessarias mais pesquisas sobre o processamento e
apresentacdo de antigenos da micobactéria as células T CD8+ para se entender a contribuicdo
dessas células & protecéo contra o M. tuberculosis @7,

Apos a proliferacdo dos linfocitos T antigeno-especificos no local da leséo e a
ativacdo dos macrofagos para a destruicdo das micobactérias, ocorre o controle do
crescimento bacteriano caracterizando a fase de laténcia que mantém o controle do bacilo
persistente e também protege contra uma reinfecgdo, muito importante em areas com altos
niveis de transmissdo do M. tuberculosis V. Portanto, a resposta imune, na maioria dos
individuos, é capaz de prevenir a TB ativa, mas nao elimina a infeccéo.

Especula-se que o M. tuberculosis permanega no estado de laténcia no interior de
granulomas maduros ® que sdo estruturas concéntricas com o centro necrético circundado
por varios tipos celulares como macréfagos, células gigantes oriundas de macréfagos
fusionados e linfdcitos ativados. As células Th2 parecem participar juntamente com as células
Thi, talvez regulando sua atividade e evitando les@es tissulares disseminadas *"®. O centro

dessas estruturas sofre um processo denominado necrose caseosa, apresentando morte de
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células provavelmente devido a uma combinagdo de falta de oxigénio e efeitos citotoxicos dos
macrofagos ativados, formando um tecido necrosado.

Portanto, dentro desses granulomas, os macrdfagos infectados (e outras APCs)
estariam sendo ativados diretamente pelas células T, particularmente através da producdo de
IFN-y ¢ TNF-a (2,

Na TB, o granuloma é um micro-ambiente essencial, no qual a resposta de células
T do hospedeiro controla a proliferacdo da micobactéria no interior de macrofagos. Porém, ao
mesmo tempo, o granuloma apresenta um potencial para ocasionar danos teciduais através da
necrose caseosa e fibrose %,

Citocinas, como TNF-a ¢ IL-1 e as quimiocinas, produzidas por macro6fagos,
células endoteliais estimuladas por produtos microbianos e linfocitos T sdo responsaveis pela
migracdo de células inflamatorias para os locais de infec¢do, constituindo o granuloma
(7475.78) " Jimitando, assim, a multiplicacdo do M. tuberculosis e a progressdo para doenca ©.
Em caso de imunossupresséo, essas barreiras enfraquecem, o bacilo retoma seu crescimento e
expansdo, resultando na doenca ativa ©°.

O TNF-a ¢ essencial para uma resposta efetiva contra o M. tuberculosis e para a
formacéo eficiente do granuloma ”. Por isso, em um estudo camundongos deficientes em
TNF-a infectados pelo M. tuberculosis demonstraram uma progressdo mais rapida da doenca
(78).

A resposta Thl, caracterizada pela imunidade celular e producédo principalmente
de IFN-y e TNF-q, tem um papel importante nas defesas humanas contra a micobactéria. Ja a
resposta do tipo Th2, que representa a imunidade humoral, caracterizada pelas citocinas IL-4,
IL-13 e IL-5, pode inibir as respostas imunes através da inibicdo de macrdéfagos e da reducao
da proliferacdo das células T ®. Ha também citocinas reguladoras, como a IL-10, que
também inibem as acOes de citocinas Thl. A IL-10 é uma citocina pleiotropica que &
produzida por muitos tipos de células, incluindo as células T CD4+ e T CD8+, subtipos de
células T reguladoras, mondcitos, queratindcitos, macréfagos alternativamente ativados,
células dendriticas e células B ©°8D). Seu papel na regulacdo da resposta imune na TB em
humanos inclui a desativacdo de macrofagos, a inibicdo da proliferacdo de células T e a
supressao da sintese de citocinas Thi pré-inflamatérias ©2.

O balan¢o da producdo de citocinas inibitérias e estimuladoras no ambiente local
pode modular o efeito protetor contra a micobactéria, levando ao controle do crescimento e

destruicdo do M. tuberculosis. No entanto, na TB, ocorrendo um predominio de citocinas Th2
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e/ou citocinas reguladoras ou uma depressdo da resposta Thl podera caracterizar a supressao

da resposta protetora contra o patégeno e consequente desenvolvimento de doenca ®2.

1.6 ADOENCA

Quando a TB ativa se desenvolve, a localizacdo, a severidade e resultado da
doenca sdo altamente variaveis, refletindo o balango entre o bacilo e os mecanismos de defesa
do individuo.

O curso e o padrdo da doenca sdo altamente varidveis, podendo ser clinicamente
assintomatica, apresentar uma rapida progressdo pulmonar ou se apresentar na forma
disseminada. Essa variabilidade pode ser resultado das diferencas na susceptibilidade a
doenca entre os individuos, das diferentes respostas imunes inatas e adaptativas montadas por
parte do hospedeiro e também da viruléncia que é variavel entre as cepas da micobactéria 2.

As manifestacdes clinicas da TB pulmonar podem ser variadas. Os sintomas mais
comuns sdo: febre moderada e predominantemente vespertina, perda de peso, adinamia, tosse
produtiva, de evolucdo arrastada, podendo apresentar até episdédios de hemoptise. A
sintomatologia da TB extrapulmonar dependera do 6rgdo ou sistema acometido, e é
determinada por fendmenos inflamatérios ou obstrutivos ©.

A TB pode se desenvolver em qualquer 6rgdo do corpo, como em ganglios do
sistema linfatico, no sistema nervoso central, nos rins e nos 0ssos, mas normalmente e em
individuos imunocompetentes se apresenta como infeccdo pulmonar, enquanto que em
imunocomprometidos a doenca pode acometer maltiplos 6rgdos ©Y. A TB miliar,
caracterizada pela disseminagdo hematogénica de um grande nimero de micobactérias pelo

corpo, é a mais séria manifestacdo extrapulmonar da doenca®”.

1.7 DIAGNOSTICO

Devido a principal via de transmissdo do M. tuberculosis, o diagndstico precoce

da TB € essencial para o controle da propagacdo da micobactéria na populacéo.
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O teste diagnostico ideal para a TB deveria ser capaz de detectar cedo a doenca,
ter alta sensibilidade e especificidade, deveria produzir resultados rapidamente, ter um baixo
custo e causar pouco ou nenhum desconforto ao paciente.

O diagnéstico presuntivo da TB pulmonar faz-se através de dados da historia
clinica e achados radioldgicos do paciente. A confirmacdo do diagndstico é obtida através da
baciloscopia ou esfregaco de escarro, que identifica o0s BAAR, e/ou cultura microbioldgica. A
baciloscopia é um método diagndstico simples, rapido e com baixo custo eleito pelos servigcos
de satde publica, porém tem como principal desvantagem o fato de ser negativa em 30 a 50%
dos casos de pessoas infectadas com o M. tuberculosis, em parte devido a necessidade da
presenca de pelo menos 5000 bacilos/ml de escarro, apresentando uma baixa sensibilidade. A
cultura microbioldgica, geralmente empregada em casos pulmonares suspeitos e negativos a
baciloscopia, tem a vantagem de permitir a deteccdo e o isolamento da micobactéria, a
identificacdo da espécie e/ou do complexo isolado e a determinacdo da sensibilidade do
microorganismo aos quimioterapicos para TB. Os principais meios de cultura utilizados sdo o
de Lowenstein-Jensen (meio solido a base de ovo), e o Middlebrook (solido ou liquido, a base
de agar). Essa técnica tem alta sensibilidade, mas a reproducéo do bacilo é lenta, atrasando o
diagnostico em 4 a 8 semanas, 0 que pode representar um grande impacto no controle da
endemia, pois o diagnéstico precoce interrompe o ciclo de transmissdo da doenca €58,

A prova tuberculinica € um exame complementar que pode ser utilizado e é
indicado como método de triagem para o diagndstico de TB. Baseia-se na reagao celular
desenvolvida apds a inoculacdo intradérmica de um derivado protéico purificado (PPD) do M.
tuberculosis, que consiste em um preparado com varios antigenos diferentes da micobactéria.
Quando positiva indica infeccdo prévia pelo M. tuberculosis, ndo permitindo distinguir o
individuo infectado do doente .

O diagnostico de infeccdo pelo M. tuberculosis em paises tropicais e endémicos
para TB apresenta-se como um desafio. A exposi¢do ou infec¢do por outras micobactérias que
compartilham os mesmos antigenos ou que apresentam reacdo antigénica cruzada ©"®, a
presenca de infeccdes latentes ® e a vacinacdo com a BCG ©© faz com que o teste utilizando
0 PPD, que continua sendo utilizado pelos servi¢os de satde, ndo seja adequado como método
diagnostico, pois, nesses casos a probabilidade de resultados falso-positivos € alta.

Atualmente, alguns métodos imunolégicos in vitro tém sido desenvolvidos para o
melhoramento do diagndéstico da infeccdo e doenca pelo M. tuberculosis, especialmente em
individuos previamente vacinados. E o caso da nova técnica denominada “QuantiFERON-TB

Gold” (QFT-G), que se baseia na dosagem de IFN-y pelo Ensaio de Imunoabsorcao
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Enzimatica (ELISA) apoés a incubagdo do sangue total com antigenos especificos (ESAT-6,
CFP-10 e TB7.7) da micobactéria ® e também a técnica de ELISPOT, que se baseia na
contagem de células T antigeno-especificas, derivadas do sangue periférico, secretoras de
IFN-y 2,

Além desses, hd também os métodos diagnosticos soroldgicos, que se baseiam em
reacdes do tipo antigeno-anticorpo. Existem varias técnicas soroldgicas para o diagnostico de
TB, como a hemaglutinacdo, a fluorescéncia indireta, radioimunoensaio, a aglutinacdo em
latex e imunofluorescéncia. O ELISA tem chamado atencdo pelo fato de ser um método de
facil realizacdo, rapido e de possivel aplicacdo nas formas de TB em que a baciloscopia
apresenta limitagdes, como as formas pulmonares paucibacilares e as formas
extrapulmonares. Porém, esses métodos apresentam alguns fatores limitantes, como: o tipo de
antigeno empregado, a classe de imunoglobulina pesquisada, a populacdo estudada
(prevaléncia de infeccdes), situacdo imunolégica e outros 29,

Métodos de biologia molecular surgiram como promissores instrumentos para o
diagnostico da TB. As técnicas de amplificacdo de &cidos nucléicos, tendo com alvo
sequéncias especificas de microorganismos, compreendem as seguintes alternativas: reacéo
em cadeia da polimerase (PCR), amplificacdo mediada por transcricdo, amplificacdo por
deslocamento de fita e reacdo em cadeia da ligase. Apesar de apresentarem, em média,
elevadas sensibilidade (95%) e especificidade (98%) em amostras com baciloscopia positiva,
0 seu rendimento diagnéstico é inferior nas amostras com baciloscopia negativa ©.

Os exames de imagem sdo considerados métodos auxiliares no diagnostico de TB,
sendo a radiografia de térax o método mais simples e econdmico, no qual pode se observar
alteracdes sugestivas da doenca pulmonar . No Brasil, cerca de 26,7% dos pacientes sio
tratados sem confirmacdo para TB pulmonar, com base apenas no quadro clinico-radiologico
(86).

O desenvolvimento de testes de diagnostico especificos para a detecgdo da TB no
estagio precoce permitindo a interrupcao da transmissdo do M. tuberculosis € uma das metas
do Programa Nacional de Controle da TB (PNCT) ®®, com o objetivo de reduzir a morbidade
e a mortalidade mundial provocadas por essa patologia.

O atual sequenciamento do genoma do M. tuberculosis e de outras espécies de
micobactérias juntamente com a gendmica comparativa esta permitindo a identificacdo de
genes que codificam antigenos espécie-especificos com potencial diagnéstico ©7.

Comparac@es dos genomas das espécies virulentas do M. tuberculosis e M. bovis

com as cepas atenuadas do M. bovis da vacina BCG resultou na identificacdo de regides
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génicas que estdo ausentes na BCG, denominadas regides de diferenca (RD1 — RD16)
(98.99.100) '\ yma dessas regides, denominada RD1, um segmento de DNA de aproximadamente
9.5-kb presente no M. tuberculosis, foi deletada durante a primeira atenuacdo do M. bovis,
entre 1908 e 1921 ®® ¢ estd ausente em todas as cepas da BCG utilizadas no mundo
atualmente como vacina contra a TB @, M. avium e outras micobactérias que néo pertencem
ao complexo Mycobacterium tuberculosis (com exce¢do do M. kansasii, M. szulgai e M.
marinum) “%. Mahairas e colaboradores (1996) observaram que 0s genes encontrados nessa
regido génica RD1 apresentavam um importante papel na viruléncia da micobactéria ©®.

Outras dele¢des surgiram apo6s 1921, durante o processo de atenuacdo do M.
bovis. A regido RD2, por exemplo, sofreu delecdo durante a atenuacéo entre 1927 e 1931 ©9.

Dois genes (Rv3875 e Rv3874) presentes na regido RD1 codificam duas proteinas
secretadas pelo M. tuberculosis, ESAT-6 (early secreted antigenic target-6) e CFP-10 (culture
filtrate protein-10), que tem sido muito estudadas para sua utilizacdo em testes diagnosticos
mais especificos para a TB. Esses genes apresentam massas moleculares similares,
compartilham o mesmo RNA mensageiro, apresentando um mesmo promotor %%,

O CFP-10 e o ESAT-6 sdo proteinas secretadas precocemente no filtrado de
cultura do M. tuberculosis %1% Ambos os antigenos estimulam as células T a produzirem
IFN-y, uma citocina Thl e a apresentarem atividade citolitica em animais e humanos (106,107,
E assim como o ESAT-6 % o antigeno CFP-10 esta presente no M. tuberculosis e no M.
bovis virulento e esta ausente no M. bovis da BCG e nas micobactérias ambientais 9. Isso
faz com que essas proteinas sejam candidatas a participarem de testes diagndsticos mais

especificos e também no desenvolvimento de vacinas mais eficazes para a TB.

1.8 TERAPEUTICA

A TB é uma doenca grave, porém curavel em praticamente 100% dos casos
novos, desde que diagnosticados e tratados adequadamente. O tratamento béasico atualmente
preconizado tem duracéo de seis meses e é dividido em 2 fases, ja que a micobactéria tende a
ser relativamente resistente a antibidticos, apresentar crescimento lento e o fenémeno de
dorméncia. A fase inicial ou de ataque, consiste na associacdo de drogas com o objetivo de
reduzir rapida e drasticamente a populacdo bacilar e a propor¢do de mutantes resistentes. A

fase seguinte é a fase de manutencdo que tem como objetivo a eliminacdo dos
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microorganismos persistentes e a prevencdo de recaidas e recidivas ). A tabela 1 apresenta

0s esquemas de tratamento de TB com as respectivas drogas utilizadas atualmente.

Tabela 1. Esquemas de tratamento da TB e as drogas utilizadas.

Esquemal EsquemalR Esquemall Esquemalll
(Esquema Basico) (Esquema | Reforgado) | (TB meningoencefdlica) | (Falénciado | e IR)

12 Fase 22 Fase
(3 (9
meses) meses)

12 Fase 22 Fase 12 Fase 22 Fase 12 Fase 22 Fase
(2 meses) (4 meses) | (2meses) (4 meses) | (2meses) (7 meses)

RHZ RH RHZE RHE RHZ RH SZEEt E Et

Adaptado de: Brasil. Ministério da Satde (2005)
Notas: R= Rifampicina; H= Isoniazida; Z= Pirazinamida; E= Etambutol; S= Estreptomicina; Et= Etionamida

O tratamento da TB no Brasil segue uma estratégia recomendada pela OMS,
denominada DOTS (“Directly Observed Treatment”) que significa Tratamento Diretamente
Observado, uma proposta de intervengdo que aumenta a probabilidade de cura dos doentes em
funcdo da garantia do tratamento assistido, contribuindo para a interrup¢do da transmissdo da
doenca 199,

A ndo adesdo ao tratamento é o maior obstaculo para um eficiente controle da TB
em paises em desenvolvimento “% sendo a principal causa do surgimento de cepas do M.
tuberculosis resistentes as drogas, que tem comprometido seriamente 0 sucesso de programas
destinados ao controle da doenga. Esse tipo de TB é mais dificil de ser tratada, sendo
necessaria a mudanga de medicagdo para drogas que sdo, geralmente, mais associadas a
efeitos colaterais ™),

O risco do desenvolvimento de TB ativa € muito alto nos dois primeiros anos de
infeccdo. Portanto, alguns estudos mostram que a terapia preventiva desses individuos com
infeccdo recente, como 0s contatos de pacientes ativos, poderia ser particularmente importante

como uma medida de controle epidemiolégico V.
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1.9 PROFILAXIA

A inducdo prévia de resposta imune protetora reduz a incidéncia da doenca
primaria nos casos susceptiveis, nos quais a resposta imune Thl é deficiente. Baseado neste
principio, Calmette & Guerin desenvolveram uma vacina que reproduz, o mais préximo
possivel, uma infeccdo inicial, produzindo imunidade contra a TB, mas sem risco de doenca.
Essa vacina, denominada BCG, foi obtida de cepas do M. bovis, ap6s muitos cultivos para se
obter cepas menos virulentas #2'*?. Portanto, a BCG é uma cepa atenuada do M. bovis,
porém, a base funcional desse processo de atenuaco ainda nio foi elucidada %%.

A BCG tem sido administrada a milhdes de criangas a cada ano, desde 1921. No
entanto, de acordo com estudos, a vacinagdo promove a protecdo principalmente durante a
infancia e contra as formas extrapulmonares e disseminadas da TB. A protecdo contra a
doenca pulmonar na vida adulta ¢ incerta e variavel ™) Além disso, devido a reducdo de
sua eficacia com o passar do tempo, a vacina apresenta efeito limitado sugerindo que a
vacinacdo na infancia ndo previna a reativacdo em adultos.

Como a imunoprofilaxia consiste em uma forma bastante eficiente de
manipulacdo da resposta imunoldgica no sentido de induzir resposta protetora e duradoura
contra muitas doencas infecto-contagiosas, muitas pesquisas estdo em andamento a procura de

vacinas mais eficazes contra a TB (1>119),
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2 JUSTIFICATIVA

Grande parte da populacdo brasileira, além de estar em constante contato com
micobactérias do ambiente, foi vacinada com a BCG e muitos individuos ainda receberam
uma dose de reforco. Estes individuos, portanto, desenvolveram em maior ou menor grau,
uma resposta imune celular adaptativa a seus antigenos.

Este fato faz com que os testes de deteccdo da resposta imune disponiveis
atualmente tenham dificuldade no estabelecimento de caracteristicas da imunidade conferida
pela vacina e pela exposicdo a micobactérias ambientais daquela devido a infeccao pelo M.
tuberculosis.

Por isso ha a necessidade do desenvolvimento de novas técnicas e utilizagdo de

novos antigenos para o melhor diagnostico da TB.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi verificar se o padrdo de resposta imune contra o

antigeno recombinante CFP-10 do M. tuberculosis é capaz de identificar a doenca ativa.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Anélise da resposta imune celular de pacientes com TB ativa, pacientes tratados
e individuos saudaveis PPD-positivo. Para isso, foi necessario:

e Analise e comparacdo da resposta proliferativa das células mononucleares do
sangue periférico frente ao BCG, ao PHA e ao antigeno recombinante CFP-10 em pacientes
com TB ativa, em pacientes tratados e em individuos saudaveis.

e Comparacdo dos niveis de citocinas dos padrdes Thl (IFN-y e TNF-a), Th2
(IL-4 e IL-13) e da citocina reguladora IL-10 in vitro e in vivo entre os pacientes com TB
ativa, os pacientes tratados e os individuos saudaveis.

e Comparacdo dos padrdes de resposta entre 0s grupos de pacientes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 PACIENTES E CONTROLE

Participaram deste estudo 53 individuos com idades entre 20 e 75 anos,
independentemente de etnia e sexo, residentes na cidade de Uberaba. Os participantes foram
divididos em trés grupos: pacientes com TB ativa (n=18), pacientes tratados de TB (n=16) e
individuos saudaveis PPD-positivo (n=19).

Os pacientes ativos e tratados foram recrutados do Posto de Salde Eurico Vilela,
localizado na cidade de Uberaba, Minas Gerais, Brasil. O diagnéstico de TB foi confirmado
pela equipe médica local através da baciloscopia positiva, cultura de escarro positiva e/ou
raio-x juntamente com histéria clinica compativel. Todos pacientes com TB ativa se
encontravam com, no maximo, 3 semanas de tratamento anti-TB.

O grupo controle dos individuos saudaveis PPD-positivo (> 10 mm) foi formado
por alunos dos 3° e 4° periodos dos cursos de Medicina, Enfermagem, Biomedicina, Nutricdo,
Fisioterapia e Terapia Ocupacional da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM).
Todos foram vacinados com a BCG.

Todos participantes da pesquisa eram negativos para HIV e assinaram o termo de
consentimento para a participacao na pesquisa e a realizacdo da coleta de sangue.

Este estudo obteve a aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa da UFTM.

4.2 CULTURA DE CELULAS

Foram utilizadas células mononucleares do sangue periférico (PBMC) obtidas a
partir da separacdo por gradiente de densidade utilizando-se o Ficoll-Paque (AMERSHAM,
Uppsala, Suécia). Para isto, 30 ml de sangue foram colhidos por venopuncéo periférica em
tubos vaccutainer heparinizados (BD — Curitiba, PR, BRASIL) e transferidos lentamente para
tubos plasticos conicos de 50 ml (FALCON - Lincoln Park, NJ, USA), contendo 15 ml de
solucdo de Ficoll-Paque. Os tubos foram centrifugados a 400g por 20 minutos, em

temperatura ambiente. Apds a centrifugacdo, um pouco do plasma foi coletado e armazenado
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em freezer para posterior quantificagdo das citocinas. O anel de células formado na interface
ficoll-plasma foi coletado com pipeta de 10 ml e transferido para outro tubo plastico conico de
50 ml. O excesso de ficoll foi removido, lavando-se as células por trés vezes com 15 ml de
meio RPMI incompleto (GIBCO — Grand Island, NY, USA) por centrifugagdo, 200g a 10° C
por 10 minutos 7).

A quantidade de células obtidas foi determinada por contagem em camara de
Neubauer e ajustada de modo que se obtivesse 2,0 x 10° células/ml utilizadas na producéo de
sobrenadantes. As células foram, entdo, suspensas novamente em meio RPMI completo
[RPMI suplementado com 2 mmoles de L-glutamina (GIBCO), soro fetal bovino a 5%,
50ug/ml de gentamicina (ARISTON — Brasil), 2 mmoles de HEPES (GIBCO) e 50umoles de
2-mercaptoetanol (GIBCO )].

A viabilidade das células foi determinada, utilizando-se o teste de exclusdo do
azul de tripan. Todos os procedimentos foram realizados em condicdes estéreis, utilizando-se
capela de fluxo laminar.

Os tipos de placas de cultivo utilizadas foram de 24 cavidades (FALCON) para a
producdo de sobrenadantes e quantificagdo de citocinas e de 96 cavidades (NUNC) para a
realizacdo dos testes de proliferacdo celular. Cada po¢o das placas de cultura de 24 pogos
recebeu 1 ml de suspensdo de células (aproximadamente 2.000.000 de células), que foram
incubadas por 48 horas e 120 horas em presenca de: meio, fitohemaglutinina (PHA), M. bovis
BCG e o antigeno especifico do M.tuberculosis, o CFP-10. Cada poc¢o das placas de 96
cavidades recebeu 200 pl de suspensédo e foram incubados por 96 horas em presenca de meio

e dos mesmos estimulos.

4.3 RESPOSTA PROLIFERATIVA DE LINFOCITOS

Os ensaios de proliferacdo celular foram realizados sempre em ftriplicatas e as
células de cada pogo foram acrescentados:
= Meio RPMI Completo (SIGMA — St Louis, MO, USA).

= Fitohemaglutinina (PHA) a 2ug/ml (SIGMA).
= M. bovis BCG a 2ug/ml (Instituto Butantan, S&o Paulo, SP, Brasil)
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= Antigeno recombinante do Mycobacterium tuberculosis (rCFP-10) a 1ug/mi
(Cedido pelo prof. Antdnio C. Neto, Boston).

As culturas foram incubadas por 96 horas em estufa com atmosfera enriquecida
com 5% de CO, Apés isso, foram adicionados 0,5 pCi de >H-timidina (Amersham
Bioscience, USA) em cada cavidade das placas e foram incubadas novamente por mais 8
horas. Ao final do periodo de incubacdo, as células foram coletadas em papel de fibra de vidro
com auxilio de um aparelho coletor de células (Cell-Harverster - SKATRON, Lier, Noruega).
Apos secos em temperatura ambiente, os fragmentos do papel foram colocados em tubos
apropriados, cobertos com 4ml de liquido de cintilagdo e submetidos a determinacdo da
radioatividade incorporada ao DNA das células, utilizando-se um contador de cintilacdo B
(Beckman - LS6000IC, Fullerdon, California, USA).

Os resultados foram expressos em indice de proliferacdao (IP), produto da divisdo
do valor medio, em cintilagdo por minuto (cpm), das triplicatas das proliferacdes cultivadas
com o estimulo (antigeno ou mitogeno) pelo valor, em cpm, das médias das triplicatas
cultivadas somente com meio de cultura. Foi considerada presenca de proliferacdo celular

quando os indices de proliferagao (IP) foram iguais ou maiores a dois (> 2).

4.4 QUANTIFICACAO DE CITOCINAS

As citocinas foram quantificadas nos plasmas e nos sobrenadantes de cultura de
PBMC.

O procedimento para a producdo de sobrenadantes foi realizado sempre em
duplicata para que fosse possivel a coleta do material com 48h e 120h de cultivo.

Neste ensaio, foram distribuidos nas placas 1 ml/po¢o da suspensdo de células,
que foram co-cultivadas com meio, M. bovis BCG, PHA e o antigeno CFP-10, da seguinte

forma:

Meio;

PHA (5ug/ml) (SIGMA);

M. bovis BCG (5ug/ml) (Instituto Butantan);

rCFP-10 (2,5ug/ml) (Cedido pelo prof. Antonio C. Neto, Boston).
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ApOs 48h e 120h de incubagdo em estufa com atmosfera enriquecida com 5% de
CO,, os sobrenadantes foram coletados e estocados em freezer, a uma temperatura de -70°C,
para que pudessem ser posteriormente utilizados na quantificacdo das citocinas.

As citocinas foram dosadas pela técnica de ELISA, utilizando-se pares de
anticorpos especificos para IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-13 e IL-10.

Para a dosagem dessas citocinas, placas de 96 pocos de alta afinidade (NUNC -
Roskilde, Dinamarca), foram incubadas por 18h, com 100ul dos seguintes anticorpos
monoclonais especificos, em tamp&o carbonato/bicarbonato pH 9,4:

e mADb anti-TNF-a a 1ug/ml (BD PHARMINGEM - San Diego, Califérnia,
USA);

e mAbanti -1L-10 a 1pg/ml (BD PHARMINGEM);

e mAbanti -IFN-y a 1ug/ml (BD PHARMINGEM):

e mAbanti -IL-13 a 1pg/ml (BD PHARMINGEM);

e mAbanti— IL-4 a 1pg/ml (BD PHARMINGEM).

Ap0s a incubacdo, as placas foram aspiradas e lavadas com 200 ml de solucao
TWEEN 20 a 0,05% em PBS (PBS-TWEEN) por trés vezes. A seguir, as placas foram
bloqueadas com 200ul de PBS contendo 2% de albumina bovina (PBS-BSA a 2%), deixadas
em temperatura ambiente por 1h e, posteriormente, aspiradas e lavadas. Efetuado o bloqueio,
50ul dos sobrenadantes e plasmas, diluidos 1:2 em PBS-BSA, foram adicionados as placas.
Paralelamente, foi realizada uma curva padrdo com cada uma das citocinas recombinantes, em
concentracdes de 1000 pg/ml a 16,25 pg/ml. As placas foram, entdo, incubadas por mais 2
horas a temperatura ambiente.

Apos a incubacdo, as placas foram aspiradas e lavadas. Em cada cavidade foram
acrescentados 100ul da solucdo do segundo anticorpo conjugado com biotina (Ac-B anti-IL-4,
IL-10, IL-13, TNF-a e IFN-y a 1ug/ml). Ao término de 2h, a uma temperatura de 37°C, as
placas foram novamente aspiradas e lavadas. Apés esta etapa, foram adicionados 80 ul/poco
de estreptoavidina conjugada com peroxidase (BD Biosciences) diluida 1:1000. Nesta ultima
fase, as placas foram incubadas por mais 2 horas a 37°C, lavadas novamente, quando entdo
foram acrescentados 100 ul/poco do tampédo de revelacdo (Tampédo Substrato-G a 1mg/ml
com OPD) (PHARMINGEM). As placas foram colocadas para reagir ao abrigo da luz, a
temperatura ambiente. As leituras das placas foram realizadas por um leitor automatico de
ELISA (BIORAD 2550 READER EIA) e os resultados obtidos a partir da medida das

absorbancias, a um comprimento de onda de 405 (Abssgs). As concentracdes das citocinas
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foram determinadas em pg/ml, através do céalculo dos valores das absorbancias obtidas,
levando-se em consideracdo uma curva padrdo de citocina recombinante que foi realizada
simultaneamente. O limite de deteccdo do ensaio € de 0,5 pg/ml para a IL-4 e de 10 pg/ml

para as demais.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Na analise estatistica, as variaveis de distribuicdo normal e variancia homogénea
foram analisadas utilizando-se testes paramétricos e do contrario, foram aplicados testes ndo
paramétricos. Para a comparacdo entre os grupos, utilizou-se o Teste "t" de Student, o
Kruskal-Wallis ou 0 Mann-Whitney. Para comparar propor¢oes utilizou-se o qui-quadrado
para proporcdes. O teste de Bartlett foi usado para avaliar a homogeneidade das amostras.
Nos casos onde os valores das medianas foram iguais a zero, optou-se pela comparacdo das
médias, empregando-se andalise de varidncia. Foram consideradas estatisticamente
significantes as diferencas em que a probabilidade de rejeicdo da hip6tese de nulidade foi
menor que 5% (p<0,05). Para armazenamento e analise dos dados foi empregado o software
Statview 4.0.
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5 RESULTADOS

Participaram deste estudo 18 pacientes com TB e 16 pacientes tratados
selecionados a partir do Posto de Saude Eurico Vilela (Uberaba, MG) e 19 individuos
saudaveis PPD-positivo que realizavam curso de graduacdo na area da saude na Universidade
Federal do Tridngulo Mineiro (UFTM). A distribuicdo dos participantes do estudo de acordo

com a idade e 0 género estd demonstrada na tabela 2.

Tabela 2. Distribuicao dos participantes do estudo de acordo com a idade e género.

Clinica N (%) Idade Género
(Média £ DP) Fem. Masc.
8 10
. 0 +
Ativos 18 (34%) 41,3+13 (44,4%)  (55,6%)
Tratados 16 (30,2 %) 46,7+ 14 8 8
’ ’ (50%) (50%)
12 7

L. 0 +
Saudaveis 19 (35,8 %) 21,6 £1,5 (632%)  (36,8%)

5.1 PROLIFERACAO DE LINFOCITOS

A resposta imune celular foi avaliada pela capacidade proliferativa das células
mononucleares do sangue periférico entre os grupos de participantes do estudo (ativos,
tratados e saudaveis) frente aos diferentes estimulos (PHA, BCG e CFP-10) (FIG. 3).
Inicialmente, foi realizado estudo para se determinar a concentracdo do antigeno CFP-10 que
permitia a melhor resposta proliferativa (FIG. 2). Para analise, entdo, dos grupos de estudo,

fez-se a opcao pela concentracdo de 1 ug/mil.
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FIGURA 2. Comparacdo da resposta proliferativa de linfdcitos frente a diferentes concentra¢fes do antigeno
CFP-10 entre paciente ativo e tratado. Os resultados sdo expressos em cpm.
*Proliferacéo sem estimulo: 2628,2 cpm (ativo) e 2818,9 cpm (tratado).

Os resultados da resposta proliferativa foram expressos em indice de proliferacéo,
obtido pela razdo entre a cultura estimulada e a cultura ndo estimulada. Foi considerada
presenca de proliferacdo celular quando os indices de proliferacdo (IP) foram iguais ou
maiores a dois (> 2).

Os valores das medianas das respostas proliferativas dos individuos por grupo
frente aos diferentes estimulos encontram-se relacionados na tabela 3.

Foi possivel observar um aumento significativo da resposta proliferativa das
células dos individuos tratados e saudaveis apds o cultivo com PHA quando comparados aos
pacientes ativos (Kruskal-Wallis; p=0,008) (FIG. 3).

A anélise dos indices de proliferacdo frente ao BCG e ao antigeno CFP-10 nédo
demonstrou diferenca estatisticamente significativa entre os trés grupos de individuos
(Kruskal-Wallis; p>0,05) (FIG. 3).
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Tabela 3. Medianas dos indices de proliferacéo (IP), com seus respectivos valores minimo e maximo, de PBMC
dos grupos de participantes ativos (n=18), tratados (n=16) e saudaveis (n=19) frente aos diferentes estimulos.

PHA BCG CFP-10
ATIVOS
Md 1,4 1,5 1,0
(Vmin; Vmax) (0,4;7,4) (0,28; 5,0) (0,3; 2,2)
TRATADOS
Md 4,0 1,2 1,2
(Vmin; Vmax) (0,7;18,1) (0,9; 16,0) (0,8; 2,4)
SAUDAVEIS
Md 3,2 1,6 1,0
(Vmin; Vmax) (1,0; 7,4) (0,8; 5,5) (0,7; 2,8)
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FIGURA 3. Resposta proliferativa, representada em indice de proliferacdo, de PBMC dos grupos de
participantes ativos (n=18), tratados (n=16) e saudaveis (n=19), frente aos estimulos de PHA, BCG e CFP-10. A
linha horizontal interna da barra representa a mediana; a barra representa 0s percentis 25 e 75; 0s extremos
inferior e superior da haste representam os percentis de 10 e 90. *p=0,008
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5.2 QUANTIFICACAO DE CITOCINAS

Foram analisadas as citocinas apds 48h e 120h de cultivo das células
mononucleares, com estimulos especificos (BCG e CFP-10) e com mitégeno (PHA). As
citocinas TNF-a, IL-10 e IL-4 foram quantificadas nos plasmas e nos sobrenadantes de

cultura das células cultivadas por 48h. O IFN-y e a IL-13 foram dosados nos plasmas e nos
sobrenadantes ap6s 120h de cultivo.

A anélise dos niveis plasmaticos das citocinas quando os trés grupos de pacientes
(ativos, tratados e saudaveis) foram comparados (Kruskal-Wallis), evidenciou diferenca para
a citocina Thl IFN-y que se mostrou mais elevada nos pacientes com doenga ativa (pulmonar
e extrapulmonar) (Md=53 pg/ml; Vmin=0 pg/ml, Vmax=2359 pg/ml), sendo a diferenca
significativa em relacdo aos pacientes tratados (Md=0 pg/ml; Vmin=0 pg/ml, Vmax=74
pg/ml) e aos individuos saudaveis (Md=0 pg/ml; Vmin=0 pg/ml, Vmax=5 pg/ml) (Kruskal-
Wallis; p=0,0004) (FIG. 4).

450
400 -
350
300
250
200
150

B ~mvo

B TrATADO
[ saupAveL

Pa/ml

100
50 7-
0-

IFN-Y - PLASMA

FIGURA 4. Comparacao dos niveis plasmaticos de IFN-y entre os grupos de participantes ativos (n=18),
tratados (n=16) e saudaveis (n=19). A linha horizontal interna da barra representa a mediana; a barra representa
0s percentis 25 e 75; 0s extremos inferior e superior da haste representam os percentis de 10 e 90. *p=0,0004
Em relacdo aos niveis plasméaticos de TNF-o, nos pacientes ativos variaram de 0
pg/ml a 993 pg/ml, com mediana de 97 pg/ml, nos tratados, variaram de 0 pg/ml a 410 pg/ml,
com mediana de 165 pg/ml e nos individuos saudaveis os niveis variaram de 0 pg/ml a 852

pg/ml, com mediana de 70 pg/ml. Ndo foram observadas diferencas estatisticamente
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significativas nos niveis plasmaticos dessa citocina entre 0s

p>0,05) (FIG. 5).
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FIGURA 5. Comparacdo dos niveis plasméaticos de TNF-a entre os grupos de participantes ativos (n=18),
tratados (n=16) e saudaveis (n=19). A linha horizontal interna da barra representa a mediana; a barra representa
0s percentis 25 e 75; 0s extremos inferior e superior da haste representam os percentis de 10 e 90.

Com o objetivo de se verificar o perfil Th2 dos participantes do estudo, foram

quantificados os niveis plasmaticos de IL-4.

Nos pacientes ativos os niveis dessa citocina variaram de 0 pg/ml a 275 pg/ml,

com mediana de 1,5 pg/ml, nos tratados, variaram de 0 pg/ml a 29 pg/ml, com mediana de 0

pg/ml e nos individuos saudaveis, foram de 0 pg/ml a 40 pg/ml, com mediana de 0 pg/ml. Da

mesma forma, ndo foram detectadas diferencas significativas nos niveis plasmaticos de IL-4

entre os trés grupos (Kruskal-Wallis; p>0,05). No entanto, apesar de ndo ser significativo, 0s

pacientes ativos apresentaram uma tendéncia a possuirem niveis plasmaticos de IL-4 mais

elevados que os individuos saudaveis (Mann-Whitney; p=0,08) (FIG. 6).
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FIGURA 6. Comparacao dos niveis plasmaticos de IL-4 entre os grupos de participantes ativos (n=18), tratados
(n=16) e saudaveis (n=19). A linha horizontal interna da barra representa a mediana; a barra representa 0s
percentis 25 e 75; os extremos inferior e superior da haste representam os percentis de 10 e 90.

Além da citocina IL-4, outra importante citocina Th2 quantificada foi a IL-13. Os
niveis plasmaticos de 1L-13 foram maiores entre os pacientes com TB ativa (Md=48 pg/ml;
Vmin=0 pg/ml, Vmax=1918 pg/ml), sendo a diferenca significativa apenas em relacdo aos
individuos saudaveis (Md=0 pg/ml; Vmin=0 pg/ml, Vméax=4,5 pg/ml) (Kruskal-Wallis;
p=0,004). Nos pacientes tratados 0s niveis variaram de 0 pg/ml a 658 pg/ml, com mediana de
0 pg/ml (FIG. 7).
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FIGURA 7. Comparacdo dos niveis plasmaticos de IL-13 entre os grupos de participantes ativos (n=18),
tratados (n=16) e saudaveis (n=19). A linha horizontal interna da barra representa a mediana; a barra representa
0s percentis 25 e 75; 0s extremos inferior e superior da haste representam os percentis de 10 e 90. * p=0,004

Além das citocinas dos perfis Thl e Th2, também foi quantificada uma citocina
com funcéo anti-inflamatoria, a IL-10.
Foi possivel verificar também niveis plasmaticos de IL-10 maiores entre 0s

pacientes com doenga ativa (Md=43 pg/ml; Vmin=0 pg/ml, Vmax=602 pg/ml), sendo a
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diferenca significativa apenas em relagdo aos pacientes tratados (Md=0 pg/ml; Vmin=0 pg/ml,
Vmax=157 pg/ml) (Kruskal-Wallis; p=0,02). Os pacientes ativos apresentaram uma tendéncia
a produzirem mais IL-10 que os individuos saudaveis (Md=2 pg/ml; Vmin=0 pg/ml,
Vméax=136 pg/ml) (Mann-Whitney; p=0,1) (FIG. 8).
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FIGURA 8. Comparacdo dos niveis plasmaticos de IL-10 entre os grupos de participantes ativos (n=18),
tratados (n=16) e saudawveis (n=19). A linha horizontal interna da barra representa a mediana; a barra representa
0s percentis 25 e 75; 0s extremos inferior e superior da haste representam os percentis de 10 e 90. * p=0,02

Foi analisada também a producédo das citocinas nos sobrenadantes de cultura das
celulas mononucleares do sangue periférico dos participantes do estudo.

Em relacdo a producdo de IFN-y, ndo houve diferenca significativa nos
sobrenadantes de cultura sem estimulo entre os trés grupos de participantes do estudo
(Kruskal-Wallis; p>0,05). No entanto, houve uma tendéncia de os individuos saudaveis
(Md=175 pg/ml; Vmin=0 pg/ml, Vmax=1377 pg/ml) produzirem mais IFN-y que os ativos
(Md=53 pg/ml; Vmin=0 pg/ml, Vmé&x=791 pg/ml) (Mann-Whitney; p=0,08) nessas condicdes
de cultura. A producdo de IFN-y nos sobrenadantes de cultura sem estimulo entre os tratados
variou de 0 pg/ml a 1925 pg/ml, com mediana de 81 pg/ml (FIG. 9).

Foi possivel observar diferenca estatisticamente significativa na producéo de IFN-
vy nos sobrenadantes apds estimulo com BCG, que se mostrou elevada no grupo dos
individuos saudaveis (Md=1570 pg/ml; Vmin=57 pg/ml, Vméax=2153 pg/ml) quando
comparado aos grupos dos pacientes ativos (Md=284 pg/ml; Vmin=0 pg/ml, Vmax=1711
pg/ml) e tratados (Md=407 pg/ml; Vmin=73 pg/ml, Vmax=2165 pg/ml) (Kruskal-Wallis;
p=0,003) (FIG. 9).

Em relagdo & producdo de IFN-y nos sobrenadantes de cultura ap6s estimulo com

CFP-10, nao foi possivel verificar diferenca estatisticamente significativa entre os trés grupos
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(Kruskal-Wallis; p>0,05). Pode-se dizer que, frente ao CFP-10, os saudaveis (Md=531 pg/ml;
Vmin=0 pg/ml, Vmax=1596 pg/ml) apresentaram uma tendéncia a produzirem mais IFN-y
que os pacientes com TB ativa (Md=104 pg/ml; Vmin=0 pg/ml, Vmax=1925 pg/ml) (Mann-
Whitney; p=0,26). A producédo de IFN-y nos sobrenadantes de cultura frente ao CFP-10 entre
0s pacientes tratados variou de 0 pg/ml a 2181 pg/ml, com mediana de 270 pg/ml (FIG. 9).

N&o houve diferenca estatisticamente significativa na producdo de IFN-y nos
sobrenadantes de cultura de células estimuladas com PHA ao comparar os grupos de pacientes
ativos (Md=65 pg/ml; Vmin=0 pg/ml, Vmax=787 pg/ml), tratados (Md=94 pg/ml; Vmin=0
pg/ml, Vméax=2209 pg/ml) e individuos saudaveis (Md=208 pg/ml; Vmin=0 pg/ml,
Vméax=1692 pg/ml) (Kruskal-Wallis; p>0,05) (FIG. 9).
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FIGURA 9. Produgdo de IFN-y em sobrenadantes de cultura de PBMC sem estimulo e ap6s estimulos de BCG,
CFP-10 e PHA entre os grupos de participantes ativos (n=18), tratados (n=16) e saudaveis (n=19). A linha
horizontal interna da barra representa a mediana; a barra representa os percentis 25 e 75; os extremos inferior e
superior da haste representam os percentis de 10 e 90. * p=0,003

Em relacdo a producdo de TNF-a, a producdo nos sobrenadantes de cultura sem
estimulo entre os pacientes ativos variou de 0 pg/ml a 742 pg/ml, com mediana de 34 pg/ml,
entre os tratados variou de 0 pg/ml a 556 pg/ml, com mediana de 32 pg/ml e entre os
individuos saudaveis variou de 0 pg/ml a 843 pg/ml, com mediana de 4 pg/ml.

Nos sobrenadantes de cultura frente ao BCG a producdo de TNF-a entre os
individuos saudaveis variou de 0 pg/ml a 1003 pg/ml, com mediana de 124 pg/ml, entre os
ativos variou de 0 pg/ml a 1139 pg/ml, com mediana de 73 pg/ml e entre os tratados, variou
de 0 pg/ml a 1041 pg/ml, com mediana de 89 pg/ml (FIG. 10).
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Apos o estimulo com CFP-10 a produgdo de TNF-a nos sobrenadantes dos
pacientes ativos variou de 0 pg/ml a 567 pg/ml, com mediana de 40 pg/ml, nos sobrenadantes
dos pacientes tratados variou de 0 pg/ml a 555 pg/ml, com mediana de 34 pg/ml e entre os
individuos saudaveis a producédo variou de 0 pg/ml a 728 pg/ml, com mediana de 6 pg/ml. E
nos sobrenadantes de cultura ap6s o estimulo de PHA, a producdo de TNF-a entre os
pacientes ativos variou de 0 pg/ml a 473 pg/ml, com mediana de 63 pg/ml, entre os tratados
variou de 0 pg/ml a 768 pg/ml, com mediana de 51 pg/ml e entre os saudaveis, variou de 0
pg/ml a 897 pg/ml, com mediana de 27 pg/ml.

Né&o foi possivel observar diferenca estatisticamente significativa na producédo de
TNF-a frente aos estimulos quando os trés grupos de participantes foram comparados (FIG.
10).
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FIGURA 10. Producdo de TNF-a em sobrenadantes de cultura de PBMC sem estimulo e ap6s estimulos de
BCG, CFP-10 e PHA entre os grupos de participantes ativos (n=18), tratados (n=16) e saudaveis (n=19). A linha
horizontal interna da barra representa a mediana; a barra representa os percentis 25 e 75; os extremos inferior e
superior da haste representam os percentis de 10 e 90.

Em relacgdo as citocinas Th2, verificou-se que a producdo de IL-4 foi maior entre
0s pacientes com TB ativa nos sobrenadantes de culturas sem estimulo (Md=1 pg/ml; Vmin=0
pg/ml, Vmax=6,5 pg/ml) (p=0,008) e apds os estimulos com BCG (Md=0 pg/ml; Vmin=0
pg/ml, Vmax=4,4 pg/ml) (p=0,02) e CFP-10 (Md=0 pg/ml; Vmin=0 pg/ml, Vmax=2,1 pg/ml)
(p=0,04), sendo essa diferenca significativa apenas em relacdo aos individuos saudaveis
(Kruskal-Wallis) (FIG. 11).

Em relacdo a producdo de IL-4 apds o estimulo de PHA, foi observada uma

producéo significativamente maior entre os pacientes ativos (Md=1 pg/ml; Vmin=0 pg/mli,
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Vmax=3,1 pg/ml) e os tratados (Md=0 pg/ml; Vmin=0 pg/ml, Vmax=2,5 pg/ml) quando
comparados aos individuos saudaveis (Kruskal-Wallis; p=0,01) (FIG. 11).

A producao de IL-4 entre os pacientes tratados variou de 0 pg/ml a 7,8 pg/ml, com
mediana de 0 pg/ml nos sobrenadantes de cultura sem estimulo, de 0 pg/ml a 2,6 pg/ml, com
mediana de O pg/ml nos sobrenadantes de cultura estimulada com BCG e de 0 pg/ml a 4,7
pg/ml, com mediana de 0 pg/ml nas culturas estimuladas com CFP-10. J& entre os individuos

saudaveis ndo se detectou producdo de IL-4 nos sobrenadantes de cultura (FIG. 11).
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FIGURA 11. Produgéo de IL-4 em sobrenadantes de cultura de PBMC sem estimulo e ap6s estimulos de BCG,
CFP-10 e PHA entre os grupos de participantes ativos (n=18), tratados (n=16) e saudaveis (n=19). A linha
horizontal interna da barra representa a mediana; a barra representa os percentis 25 e 75; os extremos inferior e
superior da haste representam os percentis de 10 e 90. * p <0,05

Ao comparar a producdo de IL-13 nos sobrenadantes de cultura entre os trés
grupos, foi possivel verificar uma producdo significativamente maior nos grupos dos
pacientes ativos (Md=73 pg/ml; Vmin=0 pg/ml, Vmax=2497,6 pg/ml) e tratados (Md=75
pg/ml; Vmin=0 pg/ml, Vmax=250 pg/ml) apds estimulo com PHA quando comparados aos
individuos saudaveis (Md=17 pg/ml; Vmin=0 pg/ml, Vmax=202 pg/ml) (Kruskal-Wallis;
p=0,03) (FIG. 12).

N&o houve diferenca significativa na producao de IL-13 entre os trés grupos nos
sobrenadantes de cultura sem estimulo e ap6s os estimulos de BCG e CFP-10 (Kruskal-
Wallis; p>0,05). No entanto, os pacientes com TB ativa apresentaram tendéncia a produzirem
maiores quantidades dessa citocina quando comparados aos individuos saudaveis nessas
condic¢Oes de cultura [Mann-Whitney; p=0,059 (meio); p=0,07 (BCG); p=0,1 (CFP-10)] (FIG.
12).

Figueiredo, A. A. ‘Uberaba, 2010



48

Nos sobrenadantes de cultura sem estimulo, a producdo de IL-13 entre os
pacientes ativos variou de 0 pg/ml a 194 pg/ml, com mediana de 53 pg/ml, entre os tratados
variou de 0 pg/ml a 1058 pg/ml, com mediana de 2,5 pg/ml e entre os saudaveis a producédo
variou de 0 pg/ml a 350 pg/ml, com mediana de 0 pg/ml.

Os niveis de IL-13 nos sobrenadantes de cultura com estimulo de BCG entre o0s
pacientes ativos variaram de 0 pg/ml a 704 pg/ml, com mediana de 60 pg/ml, entre os tratados
os niveis variaram de 0 pg/ml a 108 pg/ml, com mediana de 21 pg/ml e entre os saudaveis,
variaram de 0 pg/ml a 221 pg/ml, com mediana de 14 pg/ml. Os niveis de IL-13 apds estimulo
com CFP-10 entre os pacientes ativos variaram de 0 pg/ml a 1308 pg/ml, com mediana de 54
pg/ml, entre os tratados, variaram de 0 pg/ml a 274 pg/ml, com mediana de 7 pg/ml e entre 0s

saudaveis os niveis variaram de 0 pg/ml a 427 pg/ml, com mediana de 3,5 pg/ml (FIG. 12).
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FIGURA 12. Produgdo de I1L-13 em sobrenadantes de cultura de PBMC sem estimulo e ap6s estimulos de BCG,
CFP-10 e PHA entre os grupos de participantes ativos (n=18), tratados (n=16) e saudaveis (n=19). A linha
horizontal interna da barra representa a mediana; a barra representa os percentis 25 e 75; os extremos inferior e
superior da haste representam os percentis de 10 e 90. * p=0,03

A producédo da citocina reguladora IL-10 nos sobrenadantes de cultura mostrou
um comportamento contrario ao observado no plasma, pois se apresentou mais elevada no
grupo dos individuos saudaveis (FIG. 13).

Em relagdo & produgdo de IL-10 nos sobrenadantes de cultura sem estimulo,
observou-se que os grupos dos individuos saudaveis (Md=375 pg/ml; Vmin=29 pg/ml,
Vméax=1208 pg/ml) e dos pacientes tratados (Md=273 pg/ml; Vmin=0 pg/ml, Vmax=2243
pg/ml) apresentaram uma producdo significativamente maior que os pacientes com TB ativa
(Md=130 pg/ml; Vmin=0 pg/ml, Vmax=1554 pg/ml) (Kruskal-Wallis; p=0,02). O mesmo
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aconteceu nas culturas estimuladas com PHA, os grupos dos individuos saudaveis (Md=384
pg/ml; Vmin=26 pg/ml, Vmax=1085 pg/ml) e dos pacientes tratados (Md=261 pg/ml;
Vmin=0 pg/ml, Vmax=1983 pg/ml) produziram significativamente mais IL-10 quando
comparados ao grupo dos pacientes com TB ativa (Md=132 pg/ml; Vmin=0 pg/ml,
Vmax=1478 pg/ml) (Kruskal-Wallis; p=0,005) (FIG. 13).

Apos o estimulo do CFP-10, houve uma maior producdo de IL-10 entre os
individuos saudaveis (Md=356 pg/ml; Vmin=63 pg/ml, Vmax=1081 pg/ml), sendo a
diferenca significativa apenas em relacdo aos pacientes ativos (Md=112 pg/ml; Vmin=0
pg/ml, Vmax=1497 pg/ml) (Kruskal-Wallis; p=0,03). Ja frente ao BCG, as células dos
individuos saudaveis (Md=799 pg/ml; Vmin=250 pg/ml, Vmax=1723 pg/ml) produziram
mais IL-10 que a dos pacientes ativos (Md=442 pg/ml; Vmin=67 pg/ml, Vmax=2431 pg/ml),
porém essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa, apresentando apenas uma
tendéncia (Mann-Whitney; p=0,1). A producdo de IL-10 entre os pacientes tratados nos
sobrenadantes de cultura apés o estimulo de CFP-10 variou de 0 pg/ml a 1813 pg/ml, com
mediana de 195 pg/ml e apos o estimulo de BCG, variou de 109 pg/ml a 2517 pg/ml, com
mediana de 647 pg/ml (FIG. 13).
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FIGURA 13. Producdo de IL-10 em sobrenadantes de cultura de PBMC sem estimulo e ap6s estimulos de BCG,
CFP-10 e PHA entre os grupos de participantes ativos (n=18), tratados (n=16) e saudaveis (n=19). A linha
horizontal interna da barra representa a mediana; a barra representa os percentis 25 e 75; os extremos inferior e
superior da haste representam os percentis de 10 e 90. * p<0,05

Ao analisar a producéo das citocinas frente aos diferentes estimulos dentro do
mesmo grupo, foi possivel observar que nos pacientes ativos e saudaveis tanto o BCG quanto
0 CFP-10 foram capazes de induzir aumento significativo da producdo de IFN-y quando

comparados a producdo espontanea (meio). Nos individuos saudaveis houve ainda uma
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producdo maior de IFN-y frente ao BCG quando comparado ao CFP-10. J& nos pacientes
tratados ndo houve diferenca na producdo dessa citocina frente aos estimulos (FIG. 14). Para
as demais citocinas, ndo houve diferenca significativa apds estimulo com CFP-10 (dados nao

mostrados).
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FIGURA 14. Producédo de IFN-y em sobrenadantes de cultura de PBMC nos grupos de pacientes com TB ativa
(n=18) e individuos tratados (n=16) e saudaveis (n=19), sem estimulo e apos estimulos de BCG, CFP-10. A
linha horizontal interna da barra representa a mediana; a barra representa 0s percentis 25 e 75; 0s extremos
inferior e superior da haste representam os percentis de 10 ¢ 90. * p<0,05
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6 DISCUSSAO

O estudo da resposta imune a antigenos especificos do M. tuberculosis é
importante para o entendimento dos mecanismos patoldgicos e protetores do sistema imune
contra a TB e também para a identificacdo de antigenos com potencial diagndstico e para o
desenvolvimento de novas vacinas.

Métodos diagndsticos convencionais como baciloscopia do escarro, cultura e teste
intradérmico com PPD apresentam, respectivamente, baixa sensibilidade, longo tempo de
execucao e baixa especificidade. Um teste diagnostico utilizando um antigeno especifico que
consiga diferenciar os individuos infectados pelo M. tuberculosis daqueles vacinados com a
BCG e aqueles expostos a micobactérias ambientais é de extrema importancia.

Estudos mostram que o antigeno CFP-10 estd associado a viruléncia do M.
tuberculosis. Cepas mutantes de M. tuberculosis que néo apresentavam o gene do CFP-10 e
também do ESAT-6 possuiam uma menor capacidade de provocar lise celular e invasdo
tecidual, demonstrando um menor dano pulmonar “°**819 portanto, pode-se dizer que essas
proteinas provavelmente exercem um papel essencial na patogénese da TB.

O objetivo deste estudo foi verificar se a resposta imune contra o antigeno
recombinante CFP-10 do M. tuberculosis € capaz de diferenciar a imunidade desenvolvida
pela vacina BCG daquela devido a infeccdo pela micobactéria. Para isso, foi analisada a
resposta imune celular de 18 pacientes com TB ativa (41,3 anos + 13), 16 pacientes tratados
(46,7 anos £ 14) e 19 individuos saudaveis PPD-positivo (21,6 anos £ 1,5). Vinte e oito
(52,8%) participantes eram do sexo feminino.

A resposta imune celular foi analisada através de cultura de PBMC para ensaios
de proliferagdo celular e producdo de citocinas Thl (IFN-y e TNF-a), Th2 (IL-4, IL-13) e a
citocina reguladora IL-10 frente aos estimulos de PHA, BCG e CFP-10.

A analise da capacidade proliferativa de PBMC dos grupos dos pacientes
estudados (pacientes ativos, tratados e individuos saudaveis) mostrou que as células dos
pacientes com TB ativa apresentaram baixos niveis de proliferacdo frente ao PHA, guando
comparados aos pacientes tratados e aos controles saudaveis. Os pacientes ativos ndo
apresentaram resposta aos estimulos antigénicos e nem mesmo ao mitdgeno, ja os tratados e
os saudaveis ndo responderam aos antigenos, mas apresentaram resposta ao mitdgeno. 1sso
demonstra a possibilidade da existéncia de uma imunorregulacdo nos pacientes ativos.

Estudos tém demonstrado que pacientes com TB ativa apresentam uma resposta

proliferativa celular fraca e uma forte resposta humoral, enquanto que, contatos saudaveis
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PPD-positivo apresentam fraca resposta humoral e uma forte resposta celular a antigenos do
M. tuberculosis %121,

Sanchez e colaboradores (1994) observaram que 0s pacientes com TB ativa
apresentaram uma resposta proliferativa significativamente menor que os controles saudaveis,
frente a outro estimulo, o PPD. Ja a resposta proliferativa frente ao PHA foi similar entre os
dois grupos %2

Por outro lado, Al-Attiyah e Mustafa (2008) observaram que as células de
pacientes com TB ativa apresentaram alta proliferacdo em resposta a um pool de antigenos da
regido génica RD1 “?¥, regido onde se encontra o gene que codifica o antigeno CFP-10. Essa
resposta pode ter sido devido a utilizacdo de varios antigenos juntos, consequentemente pode
ter ocorrido uma resposta a diferentes epitopos.

No atual estudo, o ensaio de proliferacdo celular frente ao estimulo CFP-10 néo
foi capaz de discriminar os individuos saudaveis vacinados PPD-positivo dos pacientes ativos.

Frente a um estimulo antigénico, células T CD4+ se diferenciam em subtipos Thl
e Th2, que se caracterizam pela producao de um perfil distinto de citocinas. Células Thl sdo
induzidas por IL-12 e secretam IFN-y, IL-2 e TNF-a; essas citocinas ativam as fungdes
microbicidas de macréfagos e outras células e iniciam (e provavelmente mantém) as respostas
protetoras inflamatorias granulomatosas. As células Th2 sdo induzidas por IL-4 e sdo
produtoras de IL-4, IL-13 e também 1L-10 ®2.

Os individuos saudaveis, mesmo com a exposicao ao M. tuberculosis (explicada
pelo teste intradérmico (PPD) maior que 10 mm), ndo apresentaram TB ativa. Eles mostraram
maior capacidade de producgdo de IFN-y frente aos estimulos utilizados, sendo significativo
frente a0 BCG, o que pode estar sendo responsavel pela protecdo, ja que o IFN-y, através da
ativacdo de macrofagos, é o principal mediador da imunidade protetora contra a TB. Estudos
mostram que mutagdes no gene do IFN-y ou do seu receptor, em humanos, resultam no
aumento da susceptibilidade & TB ®®1%1%6127) 34 frente a0 antigeno CFP-10, esse grupo
controle apresentou uma tendéncia a produzir mais IFN-y quando comparado ao grupo dos
pacientes ativos (Mann-Whitney; p=0,26).

Handzel e colaboradores (2007) também demonstraram essa maior capacidade de
producdo de IFN-y entre os individuos saudaveis PPD-positivo frente a antigenos do M.
tuberculosis, que no caso foi o PPD, quando comparados a pacientes com TB ativa . Outro
estudo, realizado por Anbarasu e colaboradores (2009) observou que o grupo saudavel
(n=10), formado por contatos de pacientes com TB que residiam na mesma residéncia e por

profissionais da area da saude, produziu também significativamente mais IFN-y quando
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comparado aos pacientes ativos (n=10), frente a varios antigenos do M. tuberculosis,
incluindo 0 CFP-10 e 0 ESAT-6 %9,

Essa maior capacidade de producéo in vitro de IFN-y frente aos antigenos do M.
tuberculosis entre os individuos saudaveis PPD-positivo observada no atual estudo pode ser
explicada pela prévia exposicdo a micobacteria, ja que esse grupo controle é formado por
estudantes da area da saude e que provavelmente apresentaram contato com pacientes com
TB. Visto que Arend e colaboradores (2000) observaram que os individuos vacinados com a
BCG que responderam aos antigenos ESAT-6 e CFP-10 apresentavam historia prévia de
exposicao ao M. tuberculosis, enquanto que aqueles vacinados que ndo eram expostos ao M.
tuberculosis ndo responderam aos antigenos *%. Portanto, pode-se concluir que os individuos
saudaveis com infecgdo latente pelo M. tuberculosis apresentam possivelmente uma memoria
imunoldgica aos antigenos da micobacteria. Pois, ja que o0 CFP-10 ndo esta presente no BCG,
é esperado que individuos, mesmo vacinados, mas que ndo apresentaram contato com o
patégeno M. tuberculosis ndo desenvolvam uma resposta imunoldgica a esse antigeno.

Estudos realizados em areas endémicas para TB, como a india, observaram que
individuos saudaveis apresentavam maior resposta frente ao CFP-10 em relacdo a pacientes
com TB ativa ™V e também em relacdo a individuos saudaveis de areas ndo endémicas ©?.
Isso também foi observado com o antigeno ESAT-6 em um estudo realizado por Ravn e
colaboradores (1999) com individuos controles na Etiépia **2.

Turner e colaboradores (2000) demonstraram também, semelhantemente ao atual
estudo, que a producdo de IFN-y entre os pacientes ativos frente ao BCG foi
significativamente menor quando comparado aos individuos saudaveis residentes em area
endémica para TB *¥),

Alguns individuos saudaveis, que apresentavam reacdo intradérmica positiva ao
PPD, nédo apresentaram resposta ao antigeno CFP-10. Isso confirma a baixa especificidade do
PPD e a alta especificidade do CFP-10, visto que a positividade ao PPD pode ter sido devido
a vacinacdo ou também a exposicdo a micobactérias ambientais.

A baixa producédo in vitro de IFN-y entre os pacientes ativos pode ser explicada
pela imunorregulacdo verificada nesses pacientes, provocada pela alta producéo de citocinas
Th2 (IL-4 e IL-13) encontrada nos sobrenadantes. 1sso também foi observado por outros
estudos (128,134,135).

Por outro lado, outro estudo verificou que a produgdo de IFN-y frente aos
antigenos ESAT-6 e/ou CFP-10 foi significativamente maior entre os pacientes ativos, sendo

os valores das medianas iguais a 924 pg/ml e 408 pg/ml, respectivamente, conseguindo
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diferenciar os individuos saudaveis dos pacientes com TB ativa . Isso também foi
verificado em um estudo realizado por Van Pinxteren e colaboradores (2000) %, Isso pode
ser explicado pelo fato desses estudos terem sido realizados em dareas consideradas ndo
endémicas para TB e apenas 0s pacientes ativos serem provenientes de paises endémicos, por
iSSO apresentavam essa maior resposta.

No atual estudo verificou-se que a producdo de IFN-y frente ao CFP-10 ndo foi
capaz de diferenciar os individuos saudaveis dos pacientes com TB pulmonar.

Os fatores que podem estar contribuindo para a variabilidade da resposta ao CFP-
10 nos pacientes com TB sdo: a carga micobacteriana, o nivel de expressdo do antigeno das
cepas de M. tuberculosis e caracteristicas genéticas do processamento de antigenos e da
resposta imune dos pacientes, incluindo o padrdo de producdo de citocinas ou oS
polimorfismos do HLA, das citocinas ou dos seus receptores 7).

Como encontrado no atual estudo, Anbarasu e colaboradores (2009) também néo
verificaram diferenca significativa na producdo de TNF-a frente a antigenos do M.
tuberculosis, como o CFP-10, entre os individuos saudaveis e os pacientes com TB ativa 2.

A regulacdo negativa da resposta protetora Thl pode ser explicada por um
possivel aumento das citocinas Th2, como a IL-4 e a IL-13 e/ou pelo efeito regulatério da
citocina IL-10.

As citocinas Th2 IL-4 e IL-13 podem estar exercendo um efeito negativo sobre a resposta
protetora contra 0 M. tuberculosis nos pacientes ativos, pois a IL-4 apresentou-se significativamente
elevada em todos sobrenadantes de cultura e a IL-13 também se encontrou elevada no plasma e nos
sobrenadantes de cultura das células estimuladas com PHA nesses pacientes. Além da IL-4 apresentar
uma tendéncia de aumento entre os ativos no plasma e a IL-13 também nos sobrenadantes de cultura
com CFP-10. Portanto, verificou-se entre os pacientes ativos uma maior capacidade in vitro de
producéo de citocinas Th2 (IL-4 e IL-13) e uma menor capacidade de producéo de IFN-y.

A IL-4 é um potente estimulador da diferenciacdo de células Th2 e, juntamente com a IL-
13, é um inibidor da resposta Th1 através da inibicdo da ativacdo de macréfagos “*"**). Porém, ainda
ndo esta muito clara a contribuicdo dessas citocinas na imunorregulacdo existente nesses pacientes.

Estudos mostram o envolvimento da IL-4 na reducdo da protegdo e aumento da
imunopatologia. Hernandez-Pando e colaboradores (1997) observaram que camundongos pré-
imunizados que passaram a desenvolver uma resposta Th2, apds a infeccdo com M. tuberculosis
desenvolveram uma doenga mais grave, resultando na morte (139),

Além de seu efeito sobre a eficacia da resposta Thl, a IL-4 apresenta também, em

associacdo com o TNF-a, um efeito pro-fibrose no tecido, pois camundongos geneticamente
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deficientes para IL-4 apresentaram além da diminui¢do no crescimento bacteriano a auséncia dessa

fibrose mediada pelo TNF-a @9,

Muitos estudos tém demonstrado esse aumento da atividade Th2 apresentado por
pacientes com TB ativa. Um estudo realizado por Freeman e colaboradores (2006) demonstrou que
macréfagos infectados com cepas virulentas do M. tuberculosis, como a H37Rv, produziram
preferencialmente citocinas do tipo Th2, como a IL-13 e IL-5, ambas associadas com a inibigdo de
fagocitos Y. Esses macréfagos também produziram IL-10, uma citocina anti-inflamatéria que
suprime a resposta imune de macréfagos 2.

Van Crevel e colaboradores (2000) observaram, através de marcacao intracelular
de citocinas, que as células T de pacientes com TB apresentavam uma producdo
significativamente maior de IL-4 que os controles saudaveis PPD-positivo 4. Além disso,
Handzel e colaboradores (2007) verificaram a existéncia da associacdo da producdo
aumentada de I1L-4 e a doenca pulmonar cavitaria *?®.

Por outro lado, Torres e colaboradores (1998) ndo observaram diferenca na
producdo de IL-4 pelas células mononucleares cultivadas com o antigeno 30 kDa do M.
tuberculosis entre pacientes com TB e contatos PPD-positivo, ndo sendo detectada a producéo
de IL-4 nos dois grupos de pacientes 2.

Estudos mostram que essas citocinas Th2 atuam também impedindo a morte das
micobactérias através da autofagia “*¥, resultando, entdo, na proliferacio das micobactérias e no
desenvolvimento da doenga.

E importante lembrar também que a imunorregulacio nao é apenas realizada pelas
citocinas liberadas, mas também por proteinas de membrana e por contato entre as células.
Esses outros fendbmenos também podem estar sendo responsaveis por essa regulacdo
observada nos pacientes com TB.

A IL-10 é uma importante citocina supressora da resposta inflamatoria contra
patdgenos, responsavel pela desativacdo de macrofagos e células dendriticas, além da
supressdo da apresentacdo de antigenos e da producdo de citocinas inflamatorias, como o
IFN-y €9,

Os altos niveis plasmaticos de IL-10 em pacientes com TB ativa, comparado com
individuos saudaveis, também foram observados em um estudo realizado por Handzel e
colaboradores (2007) . Esse mesmo estudo verificou ainda que os pacientes com TB
crénica produziram os maiores niveis de IL-10, sugerindo que essa resposta possa ter
impedido uma rapida e efetiva resposta anti-micobacteriana e, portanto, contribuido para a
cronicidade da doenca. Isso pode estar relacionado a prépria genética desses individuos.

Portanto, a IL-10 estaria apresentando um efeito negativo no combate ao M. tuberculosis,
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através da inativacdo de macréfagos e diminuicdo da secrecéo de citocinas Th1 “*®). Porém,
esse efeito negativo seria provavelmente devido a diminuicdo na razdo IFN-y/IL-10, pois a
ativacdo apropriada da citocina anti-inflamatoria IL-10 é importante para a manutencdo do
balango com a citocina pro-inflamatoria IFN-y, definindo um bom resultado da infec¢ao pelo
M. tuberculosis *®). Portanto, o aumento do IFN-y seria regulado por um aumento da IL-10,
para a prevencdo de uma resposta exacerbada contra o patdgeno que resultaria em um dano ao
paciente.

Por outro lado, de acordo com Herrero e colaboradores (2003) pode ser também
que a IL-10 esteja exercendo um efeito pro-inflamatério durante uma resposta inflamatoria
caracterizada pelos altos niveis de IFN-y, com o objetivo de eliminar o patdogeno. Apos essa
eliminacdo do patégeno e o declinio da resposta imune e dos niveis de IFN-y, essa IL-10
presente passaria, entdo, a desativar as células e resolver a inflamacio 4",

Murray e Young (1999) observaram que a deficiéncia de IL-10 em camundongos
foi importante para 0 aumento da resisténcia ao M. tuberculosis, porém apenas no inicio da
infeccdo. A carga bacteriana apos 30 dias de infecgdo apresentou-se similar ao grupo controle
(148) Isso sugere que outros fatores, como a IL-4, tenham o papel de inibir a morte das
micobactérias, através de seus efeitos negativos sobre a atividade dos macréfagos, como a
inibicdo da producdo de NO 49,

Os niveis plasméticos de IFN-y apresentaram-se significativamente maiores entre
0s pacientes ativos provavelmente pelo fato de eles estarem sob uma situacao inflamatoria.

O aumento dos niveis plasmaticos de IFN-y e IL-10 em pacientes com TB em
relacdo ao grupo controle estd de acordo com dados apresentados por estudos anteriores,
sugerindo que essas citocinas podem estar associadas com a TB ativa.

Hasan e colaboradores (2009) observaram resultados similares em relagdo aos
niveis circulantes de citocinas ao comparar pacientes com TB (n=80) e individuos saudaveis
vacinados (n=42). Verificaram que os niveis circulantes de IFN-y e IL-10 apresentavam-se
significativamente maiores entre os pacientes com TB ativa quando comparados com 0S
individuos saudaveis. Nesse estudo realizado por Hasan ficou ainda demonstrado que
pacientes com TB moderada apresentaram niveis de IFN-y maiores que os pacientes com TB
leve, enfatizando o papel dessa citocina na inflamacéo 9.

Morosini e colaboradores (2003) também observaram um aumento significativo
dos niveis plasmaticos de IFN-y e IL-10 entre os pacientes com TB pulmonar (n=21) quando

comparados com individuos saudaveis PPD-positivo (n=12) e também PPD-negativo (n=18)
(151)
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A produgdo de IL-10 nos sobrenadantes de cultura sem estimulo e ap0s oS
estimulos de PHA e CFP-10 apresentou-se maior entre os individuos saudaveis. Al-attiyah e
Mustafa (2008) detectaram também elevada producdo in vitro de IL-10 entre individuos
saudaveis frente a antigenos do M. tuberculosis ¢%%,

Essa diferenca nos niveis de IL-10 no plasma e nos sobrenadantes entre 0s grupos
de pacientes pode ser explicada pelo fato de na cultura ndo estar presente alguns componentes
do M. tuberculosis, como peptideoglicanos, que poderiam estar levando ao aumento dessa
citocina no plasma. Geurtsen e colaboradores (2009) observaram que o M. tuberculosis
apresenta em sua capsula um componente, o a-Glucan, que induz a producédo de IL-10 por
células da resposta imune inata, as células dendriticas %),

Tem sido demonstrado que polimorfismos nos genes de algumas citocinas, como IL-10 e

IFN-y, podem influenciar os niveis dessas citocinas € podem estar associados a resisténcia ou
susceptibilidade a doencas infecciosas, incluindo a TB “*"*?®. Porém, ainda ha dados conflitantes em
relagéo ao efeito desses polimorfismos em humanos 33159,

Nos pacientes ativos, a inducdo da producdo de IL-10 pelo a-Glucan do M.
tuberculosis associado aos polimorfismos genéticos podem estar colaborando para os altos
niveis plasmaticos de IL-10, podendo resultar na ativacdo ou reativacdo da TB, ja que essa
reativacao esta associada a uma producdo elevada de IL-10 e com o aumento de células T
reguladoras produtoras de IL-10. Ja& em relacdo a infeccdo primaria, o papel da IL-10 na
susceptibilidade ainda é questionavel V.

Estudos observaram que a IL-10 e citocinas Th2, como IL-13 e IL-4, estdo
associadas a susceptibilidade a outras doengas infecciosas como a infec¢do por Leishmania
sp. 1> galhi e colaboradores (2008) verificaram que a IL-10 apresenta um importante
papel nas lesdes de pele em humanos infectados com L. braziliensis ***. Da mesma forma,
estudos apontam a IL-10 como um dos fatores responsaveis pelo aumento da susceptibilidade
a TB, enquanto que o IFN-y apresentaria um papel protetor 4%,

Além disso, estudos com camundongos deficientes em IL-10 e camundongos
infectados com a forma virulenta da L. major isolado de pacientes com lesdes ndo cicatrizadas
demonstraram que a IL-10 produzida por células T CD4+ é essencial para a persisténcia da L.
major na pele no local da infeccdo apos a cicatrizacdo espontanea de lesbes dérmicas em
camundongos C57BL/6 37,

Lindsey e colaboradores (2009) observaram que camundongos vacinados com
uma espécie avirulenta de Mycobacterium, que provoca uma pequena resposta celular,

geneticamente manipulada para expressar altos niveis de um antigeno imunodominante 85B,
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foram capazes de, ap0s a infeccdo com M. tuberculosis, reduzir a proliferacdo das
micobacterias e apresentaram um nimero aumentado de células T CD4+ produtoras de IFN -y
(58 1sso demonstra que o estudo da resposta imune contra alguns antigenos do M.
tuberculosis também é uma importante ferramenta para o surgimento de novas vacinas contra
a TB.

Estudos recentes tém confirmado que a especificidade dos testes diagndsticos que
utilizam os antigenos especificos ESAT-6 e CFP-10 é significativamente maior que a dos
testes que utilizam o PPD, enquanto que a sensibilidade de ambos antigenos foi similar
(comparavel) a do PPD (159160,

Como o antigeno CFP-10 foi capaz de induzir, no nosso estudo, a producdo de
IFN-y tanto nos pacientes ativos como nos saudaveis, ndo foi possivel diferenciar os pacientes
doentes dos individuos saudaveis atraves da producdo dessa citocina. Estes dados sugerem
que 0s testes comerciais, in vitro, utilizados para o diagnéstico de TB através da dosagem de
IFN-y no sangue total frente aos antigenos CFP-10 e ESAT-6, estdo, provavelmente, dosando
0s niveis séricos dessa citocina, uma vez que nos pacientes com doenga ativa, 0s niveis

séricos foram significativamente maiores que os dos individuos saudaveis.
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7 CONCLUSOES

Observa-se em pacientes com a forma ativa, um significativo viés Th2, em
detrimento de uma resposta Thl protetora.

Neste estudo, o CFP-10 foi capaz de induzir uma maior producéo de IFN-y nos
pacientes com TB ativa e também nos individuos saudaveis PPD-positivo, ndo apresentando
capacidade de diferenciar esses individuos.

As citocinas de padrdo Th2 (IL-4 e IL-13) mostraram-se elevadas nos pacientes
ativos tanto nas culturas ndo estimuladas quanto nas culturas estimuladas com CFP-10 e
BCG.

Os dados, especialmente o balanco IL-10/IFN-y, apontam para a existéncia de um
complexo modelo de imunorregulacdo na TB humana, provavelmente devido a fatores

ambientais, genéticos e relacionados a micobactéria.
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