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RESUM O

O objectivo deste estudo foi o de comparar as respostas imunes ao bacilo e antigénios
do Mycobacterium tuberculosis em individuos portugueses saudaveis ¢ em doentes
com tuberculose pulmonar (TB), bem como efectuar uma correlagdo do estado imunitario
¢ da gravidade clinica da doenca tuberculosa. As células mononucleadas do sangue
periférico (CMSP) foram cultivadas e estimuladas com M. tuberculosis H37Rv e com
um derivado de proteina purificado (PPD) e a producdo de IFN-y e de IL-4/IL-5 foi
quantificada através das técnicas de ELISA e de citometria de fluxo multi-pardmetros.
As CMSP de 30 doentes com tuberculose demonstraram um decréscimo significativo
na proliferacdo e produgdo de IFN-y, quando estimuladas com M. tuberculosis vivo
comparativamente com o grupo controlo. Dos 15 doentes com tuberculose estudados
e apos estimulagdo com M. tuberculosis, sete demonstraram um grande aumento na
producdo de IL-4 intracelular pelas células T CD8+ e yot. Os doentes com tuberculose
demonstraram um aumento de IL-4 intracelular apds as CMSP serem estimuladas com
M. tuberculosis vivo, nomeadamente do fendtipo CD4+, mas mais notavelmente do
subtipo CD8+ and yd TCR+. O aumento da produgdo de IL-4 em doentes com
tuberculose, verificou-se em individuos com um envolvimento avangado do parénquima
pulmonar apresentando grandes cargas bacterianas nas expectoragdes. Estes resultados
sugerem que pode ocorrer uma alteragdo no equilibrio das citocinas tipo 1 e tipo 2, em
doentes com tuberculose que se encontrem num estadio clinico avangado da doenga.
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SUMMARY
INCREASED IL-4 PRODUCTION IN RESPONSE TO VIRULENT

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS IN TUBERCULOSIS PATIENTS WITH
ADVANCED DISEASE
The study was designed to compare immune responses to Mycobacterium tuberculosis
bacilli and antigens in healthy Portuguese subjects and pulmonary tuberculosis patients
(TB), and to correlate immune status with clinical severity of tuberculosis disease.
PBMC were cultured and stimulated with live and killed M. tuberculosis H37Rv and
purified protein derivative (PPD) and lymphoproliferation and production of IFN-yand
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IL-5/IL-4 by these cultures were evaluated by the use of ELISA and multi-parameter
flow cytometry. PBMC from 30 tuberculosis patients demonstrated significantly reduced
amounts of proliferation and IFN-ywhen stimulated with live M. tuberculosis compared
the control group. Of 15 tuberculosis patients tested for intracellular IL-4 following
stimulation with M. tuberculosis, 7 showed greatly increased IL-4 production in CD8+
and yot+ T cells. Tuberculosis patients demonstrated an increase of intracellular I1L-4
after PBMC were stimulated with live M. tuberculosis in the CD4+ phenotype, but more
notably in CD8+ and gd TCR+ subsets. Increased production of IL-4 in tuberculosis
patients was primarily in individuals with advanced involvement of lung parenchymal
with high bacterial loads in sputum. These results suggest that an alteration in type 1
and type 2 cytokine balance can occur in patients with tuberculosis at an advanced

clinical stage of disease.
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INTRODUCAO

A tuberculose ¢ um dos maiores problemas de saude
publica em todo o mundo, que tem vindo a agravar-se
através do impacto do VIH e da multiresisténcia aos anti-
bidticos. Em Portugal, a incidéncia da tuberculose pulmo-
nar ¢ a maior da Europa ocidental com o aparecimento de
40 novos casos por cada 100 mil habitantes!, 2.5 vezes
mais do que a média que se verifica na maioria dos outros
paises da Comunidade Europeia®*.

Em varios tipos de infecgdes, tem sido descrita uma
dicotomia na producao de citocinas tipo 1 e tipo 2, em que
um dos tipos de resposta confere protec¢ao e o outro se
encontra associado a doenga>. Quando as CMSP de do-
entes com tuberculose foram estimuladas com M. tuber-
culosis vivo, verificou-se um decréscimo na produgao de
IFN-y, no entanto, ndo se observou um aumento na pro-
dugdo de IL-4, nem sistémico, nem no local da doenga,
quando comparadas com individuos saudaveis reactivos
a tuberculina®; no entanto, outros estudos demonstraram
um aumento do nimero de células produtoras de 1L-4,
utilizando a técnica de ELISPOT. Estudos recentes de-
monstraram que quando as CMSP de doentes com tuber-
culose sdo estimuladas com M. tuberculosis morto ou com
M. tuberculosis H37Ra vivo, as células T CD4+8 ou CD8+°
demonstram um aumento na producao de IL-4, respectiva-
mente. Na infeccdo tuberculosa, a maioria dos estudos
que suportam uma resposta tipo 1 reduzida sem que se
verifique um aumento na resposta tipo 2, tém sido locali-
zados em paises que apresentam uma baixa incidéncia deste
tipo de infeccdo!%13, enquanto que dados que suportam
uma diminuicao da resposta tipo 1 com um aumento da
resposta tipo 2, tém sido obtidos em paises endémicos
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para esta doenga®%1413 Individuos de paises que sdo
altamente endémicos para a tuberculose, quando expos-
tos a cargas aumentadas de patogénios, como o M. tuber-
culosis, podem produzir quantidades aumentadas de
citocinas tipo 2, resultando numa capacidade reduzida em
despoletar respostas imunes efectivas a infec¢des recor-
rentes ou recentemente adquiridas. Alternativamente, es-
tes resultados contraditorios podem dever-se as diferen-
tes sensibilidades dos métodos experimentais, ou podem
reflectir diferencas nos estadios da doenga e patologias
clinicas pulmonares dos doentes com tuberculose testa-
dos.

Um aumento das evidéncias suporta que o IFN-y tem
um papel preponderante na imunidade protectora contra a
tuberculose. Em modelos de murinos, ratinhos incapazes
de produzir IFN-y ou o seu receptor, demonstraram uma
susceptibilidade aumentada a infeccdo com M. tubercu-
losis ou com M. bovis Bacilo de Calmette-Guérin (BCG)!6:18.
Em humanos, individuos com uma deficiéncia no receptor
do IFN-y (IFN-yR1), devido a uma mutagdo da cadeia de
ligagdo de grande afinidade deste receptor, demonstraram
uma susceptibilidade aumentada a infeccdes
micobacterianas fatais'®. Doentes com doenca granulo-
matosa cronica demonstraram uma incidéncia reduzida de
infeccdes bacterianas quando se administrou IFN-y, no
entanto, in vitro, a estimulagdo de fagdcitos ndo demons-
trou um aumento dos efeitos antibacterianos?. Dados ob-
tidos experimentalmente, demonstraram que as células T
CD8+ de individuos vacinados com o BCG, podem ser
activadas®! e produzirem IFN-y*2 ap6s uma estimulagio
in vitro com M. bovis BCG. Estes resultados sugerem que
as células tipo 1 tém um papel importante nas defesas
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humanas anti-micobacterianas. As células tipo 2 produ-
zem IL-4, que pode inibir as respostas imunes através da
desactivagdo de macrdofagos e da reducdo da proliferagio
das células T?3-24. O balanco critico da produgio de
citocinas inibitérias e estimuladoras pode ser necessario
no ambiente local, de modo a promover um efeito anti-
-micobacteriano generalizado. No entanto, no caso da tu-
berculose, pode ocorrer um desequilibrio nos perfis das
citocinas tipo 1 e 2, conduzindo a uma imunodepressao e
consequentemente ao desenvolvimento de doenca.

Neste estudo o nosso objectivo foi o de avaliar as
respostas das citocinas tipo 1 ¢ 2 em CMSP de doentes
com tuberculose pulmonar (TB) ¢ em controlos saudaveis
vacinados com 0 BCG, apés estimulagdo com um derivado
de proteina purificado (PPD) e com Mycobacterium tu-
berculosis H37Rv vivo e morto. N6s demonstramos que
as CMSP de doentes com tuberculose, estimuladas com
M. tuberculosis vivo, apresentaram uma secre¢ao de IFN-
-y reduzida, em comparag¢do com os dadores saudaveis.
Utilizando técnicas de citometria de fluxo, demonstramos
que se verifica um aumento na producdo de IL-4
intracelular, pelas células de doentes com tuberculose com
uma forma avangada da doenca e este aumento verificou-
-se com maior frequéncia nas células T CD8+ e yddo que
nas células T CD4+. Apesar de poder ocorrer um decrésci-
mo na producdo das citocinas tipo 1, na auséncia de uma
mudanca completa para a activacao tipo 2, nos apresenta-
mos evidéncias da activacdo de células produtoras de
citocinas tipo 2 especificas de antigénios, se forem utiliza-
dos métodos sensiveis de detecgdo.

MATERIAIS EMETODOS

Dadores

Este estudo incluiu individuos portugueses saudaveis
vacinados com o M. bovis BCG, recrutados em Lisboa,
Portugal, assim como os controlos expostos a antigénios
micobacterianos, mas sem historia prévia de tuberculose.
Os 30 individuos incluidos neste estudo apresentavam
idades compreendidas entre os 20 e 42 anos (idade média,
31.3 anos). Todos os dadores foram vacinados a nascen-
¢a com o M. bovis BCG e apresentaram um teste de
Mantoux, positivo (induragao >5-10mm). Nesta popula-
¢do, o teste de Mantoux nao ¢ diagndstico para a infecgdo
por M. tuberculosis, mesmo quando se utilizam dadores
que apresentam valores positivos, superiores a 10 mm?25.
Os dadores saudaveis foram diagnosticados seronegati-
vos, para a infec¢@o por VIH-1 e VIH-2, através da técnica
de ELISA. Os individuos incluidos neste estudo, nao apre-
sentaram nenhum sintoma clinico de desordens atopicas
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ou infec¢des parasitarias ou por helmintes.

Foram ainda recrutados 30 doentes portugueses com
tuberculose pulmonar activa, do Servigo de Doengas In-
fecciosas e Parasitarias, Servico de Pneumologia e Servi-
¢o de Medicina IT do Hospital Egas Moniz, Lisboa, Pneu-
mologia IV do Hospital Pulido Valente, Lisboa e do Hospi-
tal Dr. José Maria Antunes Junior, Torres Vedras. Os
dadores incluidos neste estudo apresentaram idades com-
preendidas entre os 20 e os 50 anos (idade média, 35.1
anos) e todos (100%) tinham sido vacinados com o M.
bovis BCG.

Os doentes com tuberculose pulmonar classe 3 clini-
camente activa, com reactivagdo endogena da infeccdo
latente?3, que foram seronegativos para a infecgio VIH-1
e VIH-2, foram diagnosticados clinicamente por radiogra-
fia ao térax e com confirmagao por exame directo e/ou cul-
tura de expectoracdo, secrecdes bronquicas ou lavagem
bronco-alveolar. A maioria dos doentes representaram
novos casos de tuberculose que ndo tinham recebido ne-
nhuma terapia ou que tinham sido submetidos a um maxi-
mo de sete dias de quimioterapia, de acordo com as reco-
mendagoes da OMS (terapia didria com isoniazida, rifam-
picina, etambutol, e pirazinamida). Nao se observaram di-
ferengas estatisticas na capacidade de resposta das CMSP
dos doentes, em termos de proliferagdo e na produgdo de
IFN-y ou IL-5, se os testes foram efectuados antes do
tratamento ou apods cinco dias do inicio do tratamento
(dados nao mostrados). Os doentes com tuberculose fo-
ram posteriormente, subdivididos de acordo com o esta-
dio da tuberculose pulmonar, sendo que oito apresenta-
vam doen¢a minima e sete ja se encontravam com doenca
avancgada. A divisao dos subgrupos teve como base o
numero de bacilos 4acido-alcool resistentes nas expectora-
¢des (poucos 2+ e numerosos 4+) e caracteristicas de ca-
vitacdes minimas, observadas nas radiografias realizadas
aos segmentos apicais e posteriores dos lobos direito e
esquerdo, bem como o envolvimento avangado do parén-
quima pulmonar, com presenca de broncopneumonia,

indicativa de doenca progressiva>.

Foi obtido um consentimento informado de todos os
individuos incluidos neste estudo e o protocolo utilizado
foi aprovado pela comissdo de ética local.

Antigénios

O derivado de proteina purificado (PPD), lote RT44 foi
adquirido ao Statens Seruminstitute, (Copenhaga, Dina-
marca) e utilizado numa concentragao final de 10 pig/ml. Os
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antigénios foram todos testados de modo a determinar a
concentragdo optima para o uso. O mitogénio fitohema-
glutinina (PHA), (Difco, Detroit Michigan, USA) foi utili-
zado como controlo positivo na concentra¢do final de 8
Hg/ml (dados ndo mostrados). O antigénio nao bacteriano
estreptoquinase-estreptodornase (streptokinase-strepto-
dornase; SK/SD, Varidase) (Wyeth Laboratories, Maiden-
head, Berks, UK) foi utilizado em 250 U/ml.

Bactéria

O Mycobacterium tuberculosis H37Rv, foi gentilmen-
te cedido por D. Smith, London School of Hygiene & Tro-
pical Medicine, London, UK, tendo sido cultivado em meio
7H9 enriquecido com glicerol e OADC (Bacto, Difco). As
culturas foram cultivadas a 37°C, num agitador orbital até
atingirem a fase mid-log, sendo posteriormente aliquotadas
e congeladas a -70°C. Antes de ser utilizada, uma aliquota
de bactéria foi descongelada e sonicada durante 10 se-
gundos, de modo a evitar os agregados bacterianos. Fo-
ram efectuadas varias dilui¢des seriadas da bactéria, ten-
do sido plaqueadas em placas de agar 7H11 (Difco, Detroit,
Michigan, USA). As unidades formadoras de coldnias de
M. tuberculosis, foram contadas apds 10 a 14 dias de in-
cubagdo a 37°C com ar humido. As coloénias foram conta-
das ¢ foi calculada posteriormente, a concentragdo das
unidades formadoras de colonias. O M. tuberculosis via-
vel (Mtb) foi utilizado num racio de infec¢do de uma uni-
dade formadora de colonias (UFC) por mondcito. O M.
tuberculosis H37Rv morto (kMtb) foi preparado por
autoclavagem durante 10 minutos e utilizado na mesma
concentragdo que o M. tuberculosis viavel.

Teste de linfoproliferacio

As células mononucleadas de sangue periférico
(CMSP) foram isoladas de sangue heparinizado, por gra-
diente de densidade, numa concentragdo de 1.1x10° célu-
las/ml. Os ensaios foram efectuados como descrito por
Silveira et al?. As células foram estimuladas durante 6
dias com PPD, M. tuberculosis vivo e morto ¢ utilizando o
PHA como controlo positivo. A radioactividade incorpo-
rada foi medida num contador de radia¢des LS 6500 (Beck-
man), sendo expressa em contagens por minuto (cpm). Os
resultados das proliferagdes linfocitarias sdo expressos
como a média em cpm dos testes em triplicado menos a
média em cpm das células cultivadas sem antigénio (Acpm).

Producio de citocinas

A quantidade de IFN-y ou IL-5 presente nos sobrena-
dantes das culturas foi analisada por testes comerciais de
ELISA (Endogen, Woburn, MA, U.S.A.). Os sobrenadan-
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tes foram colectados no dia 6, armazenados a -20°C ¢ ana-
lisados posteriormente, de acordo com as instrugdes do
fabricante. O tempo 6ptimo relativo a quantificagdo da
producdo de IFN-y e IL-5 foi o dia 6 (dados ndo mostra-
dos). O intervalo de detec¢ao de IFN-y, por ELISA, foi de
20000 a4 pg/ml e para a IL-5 foi de 500 a 2 pg/ml. Verificou-
-se a existéncia de quantidades minimas de IFN-you IL-5,
nos sobrenadantes de culturas nao estimuladas, quer das
células de controlos, quer das de doentes com tuberculo-
se (<12 pg/ml para o IFN-y e <8 pg/ml para a IL-5). Foi
incluido em cada duplicado da placa de ELISA, um sobre-
nadante controlo positivo, de modo a controlar a variagao
em cada placa e de placa para placa (dados ndo mostra-
dos).

Marecacao de citocinas intracelulares

A presenca de IFN-y e IL-4 intracelular foi analisada
utilizando um kit comercial IS Ultra Cell-Fix Perm Kit
(Immune Source, UK). As células mononucleadas do san-
gue periférico (CMSP) isoladas foram ressuspensas em
meio de crescimento para uma concentragio final de 1x10°
cé¢lulas/ml e 2 ml desta suspensao foram incubados com e
sem antigénio em placas de cultura de 24 pocos (Nunc,
Roskilde, Denmark) e incubadas a 37°C, na presenga de
5% de CO,. No dia 5, a secregdo de citocinas foi bloquea-
da pela incubagdo com uma baixa concentracdo de
brefeldina A a 3 mg/ml, durante 16 horas a 37°C. No dia 6
foram adicionados a cada tubo, 1x10° CMSP, 40 ml de tam-
pao de marcagdo (azida de sddio 1% com BSA a 2% em
PBS) e 10 ml do anticorpo monoclonal especifico contra o
marcador de superficie ou de controlo isotipico, e as célu-
las foram de seguida incubadas a 4°C durante 30 minutos,
no escuro. As CMSP foram posteriormente lavadas duas
vezes com tampao de marcacao (200 ml/tubo) e fixadas
com 100 ml de tampao de fixagdo (paraformaldeido a 4%)
durante 20 minutos. As CMSP foram seguidamente lava-
das duas vezes com 200 ml de tampao de lavagem/
permeabilizagdo. As CMSP foram entdo ressuspensas com
50 ml de tampao de lavagem/permeabilizagdo ¢ 5 ml de
anticorpo monoclonal para citocinas intracelulares ou con-
trolo intracelular isotipico (BD Biosciences, Pharmingen,
CA, USA) durante 30 minutos, a 4°C, no escuro. As CMSP
foram posteriormente lavadas duas vezes com tampéao de
marca¢do e a analise foi efectuada utilizando um
FACSCalibur (Becton Dickinson, CA, U.S.A.). Os parame-
tros foram estipulados de modo a quantificar os linfocitos
viaveis por forward scatter ¢ side scatter e foi efectuada a
aquisicao de 50,000 eventos para cada amostra. A fluores-
céncia foi analisada através da marcagao de todos os lin-
focitos e através da analise dos perfis de isotiocianato de
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fluoresceina (fluorescein isothiocyanate - FITC),
ficoeritrina (phycoerythrin - PE), proteina peridinina clo-
rofila (peridinin chlorophyll protein - PerCP) e
aloficocianina (allophycocyanin - APC). As CMSP foram
posteriormente definidas como células viaveis e ndo via-
veis, utilizando um marcador de DNA, no qual as células
mortas retém a 7-aminoactinomicina D (dados ndo mostra-
dos), que permite efectuar uma determinagao da viabilida-
de e posterior analise das células vivas.

Analise estatistica

Os dados sdo apresentados utilizando os valores mé-
dios + desvio padréo dos duplicados das amostras ¢ dos
ensaios. Foi utilizado um método ndo-paramétrico, o teste
de Mann-Whitney U, que ndo conclui sobre a distribui-
¢do subjacente e a normalidade dos dados e que foi usado
para estabelecer significancia estatistica entre os grupos
de dados. As correlagdes entre os conjuntos de dados
foram calculadas através do teste de correlacdo de
Spearman.

RESULTADOS

Proliferacio linfocitaria e producio de IFN-y, nas po-
pulacées em estudo, como resposta aos antigénios
micobacterianos.

De modo a caracterizar as respostas induzidas pelo
painel de antigénios, fomos avaliar a linfoproliferacdo e a
produgdo de IFN-y como resposta ao PPD ¢ ao M. tuber-
culosis vivo e morto, nos individuos saudaveis (n=30)
(Figura 1A e B), tendo os resultados sido comparados
com os obtidos nos doentes com tuberculose (n=30) (Fi-
gura 1C e D). Tanto o PPD como o M. tuberculosis foram
capazes de induzir uma grande producdo de IFN-y nos
dadores saudaveis (Figura 1A). A produgdo de IFN-y foi
quantificada no dia 7; nessas culturas verificou-se um
aumento na produ¢do de IFN-y, até ao dia 7 (dados nao
mostrados), devido parcialmente a acumula¢do das
citocinas nos sobrenadantes das culturas. A producdo de
IFN-y foi maior face ao PPD, seguido pelo M. tuberculo-
sis, vivo e morto, com uma diferenca estatisticamente sig-
nificativa (p=0.001) entre as respostas desencadeadas por
cada preparagdo. Os doentes com tuberculose demons-
traram um decréscimo significativo na proliferagdo (Fig.
1D) (p=0.001) e na produgao de IFN-y(Fig. 1C) (p=0.001)
face ao M. tuberculosis vivo e morto (p=0.020; p=0.010),
quando comparados com os individuos saudaveis. No
entanto, foi evidente que alguns dos doentes com tuber-
culose produziram maiores quantidades de IFN-y como
resposta ao PPD e mais notavelmente como resposta ao
M. tuberculosis. As células de doentes com tuberculose
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Fig. 1 - Producdo de IFN-g e respostas proliferativas das CMSP
de dadores saudaveis (n=30) (A, B) e de doentes com tuberculose
(n=30) (C, D).

As CMSP dos individuos saudaveis e dos doentes com
tuberculose foram incubadas com PPD, M. tuberculosis vivo
(Mtb) e morto (kMtb) ou incubadas sem estimulagdo (No Ag)
durante 6 dias e foi quantificada a produ¢ao de IFN-g (4, C)
e a linfoproliferagdo (B, D). Os resultados de
linfoprolifera¢do sdo apresentados como a média das
contagens por minuto (cpm) e o IFN-g, quantificado pela
técnica ELISA, é apresentado como o valor médio em pg/ml.

demonstraram uma diminuigdo significativa dos valores
de proliferacdo e producao de IFN-y em resposta ao PPD,
comparativamente com os individuos saudaveis (p=0.001;
p=0.001). Nao se verificaram diferencas na producao de
IFN-y, nos doentes com tuberculose testados antes do
inicio do tratamento ou apds menos de uma semana do
tratamento com as drogas (resultados ndo mostrados).

De modo a determinar se o decréscimo da proliferacao
linfocitaria e na produ¢do de IFN-y, que se verificou nos
doentes com tuberculose, era especifico para os antigéni-
os do M. tuberculosis, fomos analisar também as respos-
tas ao mitogénio PHA e ao antigénio ndo micobacteriano
estreptoquinase-estreptodornase (SK/SD). Os resultados
demonstraram que os doentes com tuberculose conse-
guem desencadear uma resposta média (36000 +443 1 cpm)
de producao de IFN-y positiva ao estimulo e ao controlo
positivo, PHA. As respostas de IFN-y ao antigénio
estreptoquinase-estreptodornase (SK/SD) ndo foram sig-
nificativamente diferentes, quando comparadas com os
controlos (p=0.218).

Respostas das citocinas tipo 1 e tipo 2.
Nos individuos saudaveis (n=30) ¢ nos doentes com
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tuberculose (n=30) foram analisadas e comparadas as res-
postas tipo 1 (IFN-y) e tipo 2 (IL-5) desencadeadas pelo
painel de antigénios utilizados. A produgdo de IL-5 foi
testada por técnicas de ELISA, devido as concentracdes
elevadas existentes nos sobrenadantes em estudo. As
CMSP estimuladas dos doentes com tuberculose pulmo-
nar (Quadro I) ndo mostraram diferencgas estatisticas na
produgéo de IL-5 (p>0.050), face a qualquer um dos anti-
génios, quando comparadas com o grupo controlo, ape-
sar de se observar uma producao reduzida de IFN-y, quan-
do estimuladas com PPD e M. tuberculosis vivo. Sem
estimulag@o antigénica, as culturas das CMSP dos doen-
tes com tuberculose e do grupo controlo produziram quan-
tidades de IL-5 <8 pg/ml. Este facto demonstrou que quan-
do se agrupam os doentes apenas pela classificagao clini-
ca da doenga tuberculosa pulmonar, ndo se verifica uma
mudanca de resposta tipo 1 para tipo 2, na infec¢ao tuber-
culosa destes doentes, quando quantificados por técni-
cas de ELISA. No entanto, tornou-se evidente que nos
doentes com tuberculose que produziram baixas concen-
tragdes de IFN-y como resposta ao M. tuberculosis, se
verificou um aumento na producao de IL-5 face ao bacilo
vivo do M. tuberculosis.

Quadro I. Respostas de IL-5 em individuos sauddveis e em
doentes com tuberculose pulmonar.

Média IL-5
(pg/ml + DP)
PPD Mtb kMtb

Individuos 170 £ 115 80 +83 54+73
saudaveis
(m=30)
Doentes  com 217214 121 £ 104 65+45
tuberculose
(n=30)

As CMSP foram estimuladas com PPD, M. tuberculosis vivo e
morto durante 7 dias. Os valores de produgdo de IL-5 (pg/ml)
para cada grupo encontram-se representados pela média +
desvio padrdo. A producao de IL-5 nas culturas ndo estimuladas
foi sempre <8 pg/ml.

Heterogeneidade das respostas dos doentes com tu-
berculose.

Como mostrado na figura 1, verificou-se uma hetero-
geneidade consideravel na capacidade das CMSP de dife-
rentes individuos em secretar IFN-y, como resposta aos
antigénios utilizados. De modo a avaliar se a variabilidade
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presente nas respostas dos doentes com tuberculose se
correlacionavam com a gravidade da doenga, os doentes
com tuberculose foram posteriormente classificados como
apresentando doenga minima ou avangada, de acordo com
a caracterizagdo da carga bacteriana. Nao se observaram
diferengas nas respostas dos doentes com tuberculose,
que se pudessem correlacionar com a extensdo (entre 0-7
dias) do tratamento anti-micobacteriano (dados ndo mos-
trados). O quadro II mostra as diferengas existentes den-
tro do grupo, de acordo com a gravidade da doenga.
Tornou-se evidente que os doentes com doenca minima
podem induzir uma grande produgao de IFN-yface ao PPD
e a0 M. tuberculosis vivo (p=0.020; p=0.001), mas nao
como resposta ao M. tuberculosis morto (p=0.099), em
comparagdo com os doentes que apresentavam doenga
num estadio avangado. Os doentes com doenga tubercu-
losa minima também demonstraram um aumento nas res-
postas proliferativas ao PPD (p=0.030) e ao M. tuberculo-
sis vivo (p=0.001), em comparag@o com os doentes que
apresentavam a doenga em estadio avancado. Adicional-
mente, agrupando os doentes com tuberculose tendo
como base a gravidade da doenca, os doentes com tuber-
culose avancada demonstraram um aumento significativo
na producao de IL-5 como resposta ao PPD (p=0.001) e ao
M. tuberculosis vivo (0.001), em comparagdo com os indi-
viduos saudaveis. Estas diferen¢as ndo se verificaram nos
doentes com tuberculose minima, nem como resposta ao
PPD (p=0.060), nem como resposta ao M. tuberculosis vivo
(p=0.766), em comparagao com os individuos saudaveis.

Quadro II. Proliferagio e produgio de IFN-g e IL-5 induzida
pelo PPD e pelo M. tuberculosis em 30 individuos saudaveis,
18 doentes com tuberculose com doenca minima e 12 doentes
com tuberculose com doenca avangada.

Média £ DP
Estimulacio Meétodos Controlos TB minima TB avancada
PPD Pro (cpm) 38167 £ 12527 23343 £ 3267 11606 + 5947
IFN-y (pg/ml) 5128 + 1461 4052 + 747 1037 £ 1022
IL-5 (pg/ml) 170 = 115 89 66 414 £216
Mtb Pro (cpm) 12156 * 4509 9173 + 2491 3246 + 1291
IFN-y (pg/ml) 3070 + 1273 1995 + 843 348 247
IL-5 (pg/ml) 80 £ 83 67 £59 204 + 104

As CMSP de individuos sauddveis (controlos) e de doentes com
tuberculose (TB) com doeng¢a minima e avangada, foram
estimuladas com PPD e com M. tuberculosis vivo (Mtb) durante
6 dias. Os valores de prolifera¢do (Pro), da produgdo (pg/ml)
de IFN-g (IFN-g) e de IL-5 (IL-5), para cada grupo encontram-se
representados pela média + desvio padrdao (DP).
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Producio intracelular de IFN-ye IL-4 pelas células T
induzidas pelo M. tuberculosis, nos individuos em estu-
do.

Foi utilizada a marcacgao intracelular de citocinas, para
demonstrar a producdo de citocinas dentro de cada um
dos subtipos das células T. Apds estimulagao das CMSP
com PPD e M. tuberculosis, os dadores saudaveis de-
monstraram a maior média positiva para IFN-y, nas células
T do fendtipo CD4+, enquanto que apds a estimulagdo
com M. tuberculosis vivo, as células T CD8+ responde-
ram mais fortemente (Figura 2A). A marcagdo intracelular
para o IFN-y, no grupo total dos doentes com tuberculose
(n=15) demonstrou uma frequéncia média mais baixa de
células positivas para o PPD (CD4+, 10.51 +3.75; CD8+,
420+ 1.55;yOTCR+, .33 £.28) e para o M. tuberculosis,
(CD4+,6.70 + 1.76; CD8+,9.76 = 5.79; yOTCR+, 2.10 £
1.50), quando comparados com os dadores saudaveis. A
maior produ¢do de IFN-y, pelos individuos controlo, foi
significativa (p<<0.050) para o PPD e para o M. tuberculo-
sis, em todas as populagdes das células T. No entanto, os
doentes com tuberculose com doenga avangada (n=7)
apresentaram um decréscimo significativo na positivida-
de para IFN-y, em todos os subtipos das células T
(p<0.032), para o PPD e M. tuberculosis, em comparacao
com os doentes com tuberculose apresentando doenga
minima (n=8) (Figura 2A).

Os doentes com tuberculose (n=15) demonstraram um
aumento médio de IL-4 intracelular, ap6s as CMSP serem
estimuladas com M. tuberculosis vivo (CD4+, 1.40+ 1.57,
CD8+,5.48 +£5.8; yOTCR+,2.05+2.11). Este facto foi mais
marcante nas células T com o fendtipo CD8+, mas também
se verificou nas células T CD4+ e yd. Tal como observado
para as respostas de IFN-y, verificou-se uma variagdo na
producdo de IL-4 nos diferentes doentes (Figura 2B). Os
doentes com tuberculose que demonstraram uma secre-
¢do elevada de IL-4, apresentavam uma forma avangada
da doenga. Os doentes com tuberculose com doenga avan-
¢ada demonstraram um aumento significativo de IL-4
intracelular, como resposta ao M. tuberculosis nas células
CD4+ (p=0.003), CD8+ (p=0.001) ¢ yd(p=0.001), em com-
paragdo com os doentes com tuberculose com a forma
minima da doenga. Nos doentes com tuberculose, o au-
mento da produgdo de IL-4 pelas células T CD8+ e yd,
apods estimulagdo com M. tuberculosis vivo, encontra-se
correlacionado com a gravidade da doenga (R=0.585;
R=0.866).

DISCUSSAO
Neste estudo, a magnitude da producdo de IFN-ye de
IL-4/IL-5, que se verifica apds a estimulagdo com PPD e M.
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Fig. 2 - Producdo intracelular de IFN-g e de IL-4 pelos subtipos
de células T dos individuos em estudo.

As CMSP dos dadores saudaveis (n=15), dos doentes com
tuberculose com doen¢a minima (n=8) (Min TB) e com
doenc¢a avangada (n=7) (Adv TB) foram estimuladas durante
6 dias com PPD, M. tuberculosis vivo e incubadas sem
antigénio. Foram marcadas aliquotas de cada populagado,
para a expressao dos marcadores de superficie das células T
CD4, CDS8 e gd em combina¢ao com o IFN-g (4) e a IL-4 (B)
intracelulares. Os resultados sdo expressos como % positivas
para IFN-g ou IL-4 intracelulares, e para a propor¢do de
células T CD4+, CD8+ ou gd TCR+ que apresentam
marca¢do positiva para as citocinas. As células nao
estimuladas originaram uma baixa marca¢do para IFN-g e
IL-4 com valores positivos < 0.027 % para as duas citocinas
intracelulares.

tuberculosis vivo, foi quantificada em controlos e em do-
entes com tuberculose, através de duas técnicas, ELISA e
citometria de fluxo. A relagdo entre a susceptibilidade de
cada individuo a tuberculose e a sua resposta imunitaria
ainda ndo se encontra bem definida, o que denota a impor-
tancia de definir a resposta imunitaria protectora, dentro
da populacdo em estudo. Apds a infeccdo com M. tuber-
culosis, cerca de 5% dos individuos desenvolvem tuber-
culose progressiva e alguns individuos apresentam 5%
de reactivagdo retardada dentro dos primeiros dois anos;
o que pode predizer que a heterogeneidade da resposta
imune pode contribuir para estas diferencas. A analise da
capacidade dos doentes com tuberculose pulmonar em
responder ao M. tuberculosis virulento, pode também
elucidar factores que se encontrem envolvidos na
imunosupressdo que ocorre nesta doenca.

Os resultados deste estudo demonstraram que as res-
postas do IFN-y, detectadas por ELISA, no grupo dos
individuos saudaveis, foram estatisticamente maiores face
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ao PPD e ao M. tuberculosis vivo, do que no grupo dos
doentes com tuberculose. A capacidade reduzida dos do-
entes com tuberculose em produzir IFN-y como resposta
ao PPD e ao M. tuberculosis vem alicercar os resultados
obtidos em outros estudos?”-13, incluindo um estudo no
qual a producao de IFN-y pelas CMSP estimuladas com
M. tuberculosis H37Rv ou com as estirpes Erdman, se
encontrava reduzida comparativamente com individuos
saudaveis vacinados com o BCG!!. A incapacidade de
individuos com tuberculose activa para produzirem I[FN-y
adequadamente, como resposta ao PPD e ao M. tubercu-
losis, pode dever-se a uma regulacao deficiente da apresen-
tagdo antigénica pelos macrofagos e a activagdo de media-
dores de supressao. Por exemplo, tem sido sugerido que
em doentes com tuberculose, um excesso na produgao de
TGF-B pode contribuir para a reduc¢do da expressdo do
receptor da IL-12, o que resulta numa producgdo de IFN-y
reduzida?’. Nestes estudos, a imunosupressio que se
encontra presente nestes doentes, pode também ser devi-
da ao sequestro de células T especificas de antigénio,
localizadas no local da infecg¢@o pulmonar. Apesar destas
explicacdes poderem contribuir para algumas das respos-
tas reduzidas, os dados aqui apresentados sugerem que a
modulagdo pela IL-4, também pode ter um papel importan-
te na redug@o das respostas que envolvem as citocinas
tipo 1. Alguns estudos tém documentado um aumento na
produgdo de IFN-y apos um tratamento anti-tuberculo-
se28-30; no nosso caso o periodo do tratamento que al-
guns dos doentes receberam foi muito curto para causar
qualquer tipo de modulagdo da resposta imune e nao foi
possivel avaliar novamente os doentes, apos estes terem
concluido a terapia.

O grupo de doentes com tuberculose, foi subdividido em
doentes com formas minimas ou avangadas da doenga, ten-
do como base as caracteristicas observadas nas radiografias
e a carga de bacilos acido-alcool resistentes existentes nas
expectoragdes dos mesmos. As respostas de IFN-y foram
consistentemente mais baixas nos doentes com formas avan-
cadas da doenga. Um estudo efectuado na Argentina, com
doentes com tuberculose, também verificou uma redugao na
producao de IFN-yinduzida por M. tuberculosis sonicado, a
medida que a gravidade da doenga foi aumentando de mini-
ma para avangada®’. Outros estudos>!-32 demonstraram que
apesar da produgdo de IFN-y ser reduzida na tuberculose,
sdo as quantidades aumentadas de citocinas tipo 2, como
por exemplo a IL-4, que se correlacionam com a gravidade
desta doenca. Este facto indica que a presenca de citocinas
tipo 2 na infecgdo tuberculosa pode encontrar-se associada
com a imunopatologia dos pulmdes.
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Os doentes com tuberculose pulmonar ndo demons-
traram nenhuma diferenca na producdo de IL-5, quando
quantificada por ELISA e comparando com os controlos.
Estudos efectuados anteriormente demonstraram que nos
doentes com tuberculose, a depressdo da expressdo de
citocinas tipo 1, ndo se encontra associada com o aumen-
to da produgdo de IL-4 e IL-10 (tipo 2), sendo que o mes-
mo se verificou nos controlos®!3. No entanto, existem ou-
tros registos de que a produgdo de IL-4 é mais frequente
em doentes com tuberculose do que em controlos’-1431 o
que suporta os resultados aqui apresentados. Os doentes
com tuberculose com envolvimento avan¢ado do parén-
quima pulmonar, que apresentam broncopneumonia,
indicativo de doenga progressiva, constituiram o grupo
de individuos com uma resposta aumentada de 1L-4 ao M.
tuberculosis. Este resultado encontra-se de acordo com o
estudo de Seah er al’?, no qual se demonstrou que os
doentes com tuberculose apresentando uma doenca mais
extensa, como confirmado por radiografia, demonstraram
um aumento do nimero de copias de RNAm de IL-4, mas
ndo de RNAm de IL-13, quando comparados com dadores
saudaveis tuberculina positivos em contacto préximo com
doentes com tuberculose. Estudos recentes efectuados
por Seah et al*?> demonstraram que niveis elevados de
IL-4 se correlacionam com a gravidade da doenga e com
niveis de IgE e de CD30 soluvel, no soro. Experiéncias
analisando a imunohistoquimica e a hibridagio in situ'>
para detectar as citocinas presentes nos granulomas pul-
monares dos doentes com tuberculose, demonstraram que
quatro dos sete doentes analisados, demonstraram
granulomas marcados positivamente para IL-4 ¢ que fo-
ram sempre positivos para IFN-y. Este estudo também
demonstrou que todos os granulomas necréticos foram
positivos para TNF-a, sendo esta associagdo modulada
pela IL-4. Adicionalmente, os racios de cortisol/cortisona3?
demonstraram-se aumentados no fluido da lavagem
bronco-alveolar dos doentes com tuberculose, compara-
do com os controlos. Estes resultados sugerem que na
tuberculose pulmonar progressiva, em particular nos pul-
mdes, se verifica um aumento na conversao da cortisona
em cortisol, nas lesoes tuberculosas. Evidéncias corren-
tes sugerem>+3> que durante a infecgiio tuberculosa, den-
tro do pulmao, se verifica uma resposta imune de citocinas
tipo 1, localmente aumentada pela actividade da reductase
e pelo recrutamento de cortisona, conduzindo deste modo
a um aumento nas concentragdes de cortisol. A presencga
de concentracgdes elevadas de cortisol nos pulmdes, re-
sulta num aumento do feedback mediado pelo cortisol, no
processo inflamatorio, conduzindo deste modo a uma ex-
pressdo da resposta tipo 2.
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Os resultados de IFN-y intracelular obtidos por
citometria de fluxo e aqui apresentados, confirmam que
dadores saudaveis vacinados com o BCG demonstram um
aumento de IFN-yintracelular, apo6s estimulagao das célu-
las T CD4+ com PPD, enquanto que se a estimulagao for
efectuada com M. tuberculosis vivo, esse aumento € visi-
vel nas células T CD8+ e numa menor extensao nas célu-
las T yd. Cerca de 40% das células T CD4+ presentes em
cultura durante sete dias, ap6s estimulagdo com PPD, ex-
pressaram IFN-y, indicando a proliferagdo extensiva de
células T especificas de antigénio, nessas mesmas cultu-
ras. Quando se avaliou a producgdo de IFN-y e IL-4 pelas
CMSP dos doentes com tuberculose, a produgao de IFN-
-y foi reduzida, enquanto que se verificou um aumento da
produgdo de IL-4, particularmente pelas células T CD8+.
Foi efectuado um estudo, no qual se demonstrou que apds
a estimulacdo das CMSP, de doentes com tuberculose,
com M. tuberculosis vivo, se verifica um decréscimo na
produgdo de IFN-y e que ndo se verifica um aumento na
produc¢do de IL-4, nem sistémicamente, nem no local da
doencga, quando comparados com dadores saudaveis
reactivos a tuberculina®. Um estudo mais recente demons-
trou que quando as CMSP de doentes da Gambia, com
tuberculose, sdo estimuladas com M. tuberculosis, as cé-
lulas T CD8+ apresentaram um aumento na produgdo de
IL-4%; no entanto, esta observagio foi efectuada num gru-
po muito reduzido de doentes com tuberculose, que vivi-
am num ambiente onde sdo frequentes as infec¢des intes-
tinais por helmintes. Os resultados aqui apresentados
mostram que a produc¢do de IL-4 pode ser detectada nas
células T CD4+, CD8+ e yd e que a sua producdo pode
ocorrer quer em doentes com tuberculose que vivam em
paises tropicais, onde as infecgdes por helmintes sejam
frequentes, quer em doentes com tuberculose que vivam
em determinadas zonas da Europa.

CONCLUSAO

Concluindo, este estudo demonstrou que os dadores
saudaveis vacinados com o BCG apresentam respostas
elevadas de IFN-y, como detectado pelas técnicas de
ELISA e de citometria de fluxo, ao PPD e ao M. tuberculo-
sis vivo em comparacao com os doentes com tuberculose.
Os doentes com tuberculose pulmonar demonstraram uma
reducdo significativa na capacidade de produzir IFN-y,
como resposta ao PPD e ao M. tuberculosis. O grupo total
dos doentes com tuberculose ndo demonstrou diferengas
significativas na producao de IL-5, em resposta aos anti-
génios utilizados, quando se utilizaram as técnicas de
ELISA. No entanto, utilizando a técnica de citometria de
fluxo, a produgao de IL-4 intracelular encontra-se aumen-
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tada nos doentes com tuberculose, com forma avangada
da doenc¢a e em maior frequéncia nas células T CD8+ e yd.
Assim, apesar de se poder verificar uma redugio na pro-
ducdo de citocinas tipo 1, na auséncia de uma mudanga
total para a activagdo de tipo 2, existem evidéncias de
activagdo de células especificas de antigénio e produto-
ras de citocinas tipo 2, particularmente na tuberculose
avangada, se forem utilizados métodos de detecg¢do de
sensibilidade elevada. Esta activag@o tipo 2 das células T
CD8+ e yd pode ser um efeito secundario do processo
inflamatoério, que contribui para a imunopatologia que se
encontra presente na doenga tuberculosa.
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