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SE

Se és capaz de manter tua calma quando

Todo o mundo ao redor ja perdeu e te culpa,

De crer em ti quando estdo todos duvidando

E para esses no momento achar uma desculpa;

Tu, enganado, ndo mentir ao mentiroso,

Tu, sendo odiado, sempre ao 6dio esquivares,

E n#o parecer bom demais, e nem pretensioso

Se és capaz de pensar - sem que 15so0 s6 te atires;
De sonhar sem fazer de seus sonhos teus senhores;
Se, encontrando a Desgraca e Triunfo, conseguires
Tratar da mesma forma a esses dois impostores;
Se és capaz de sofrer a dor, e ver mudadas;

Em armadilhas as verdades que dissestes

E as coisas, por que deste a vida estragalhadas;

E refaz8-las com o bem pouco que te reste;

Se és capaz de arriscar numa Unica parada

tudo quanto ganhaste em toda sua vida,

E perder e, ao perder sem nunca dizer nada,
Resignando, tornar ao ponto de partida,

Deforcar coragdo, nervos, musculos, tudo

A dar seja o que for que neles ainda existe,

E a persiste assim quando, exausto, contudo

Resta a vontade em ti, que ainda ordena: PERSISTE !
Se ¢s capaz de, entender a plebe, ndo te corromperes
E entre Reis, ndo perder a naturalidade.

E de amigos, quer bons, quer maus te defenderes;
Se a todos pode ser de alguma utilidade;

E se és capaz de dar, segundo por segundo,

Ao minuto fatal todo o valor e britho:

Tua ¢ a terra com tudo o que existe no mundo,

E o que é muito mais és um homem,

meu filho.

( tradugdo de Guilherme de Almeida)
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ABREVIACOES

APC - Célula apresentadora de antigenos
BCG - Calmette-Guérin

Bk - Bacilo de Koch

BSA - Soroalbumina bovina

CMI- Imunidade mediada por células

Células NK - Células matadoras naturais

CPM - Contagem por minuto

DNCB - Dimtroclorobenzeno

DTH - Hipersensibilidade do tipo tardio

E - C-[ = Acpm] CPM da radioatividade incorporada nas c€lulas cultivadas
*[H}-Timidina triciada

IM - Indometacina

IFN-y - Interferon gama

MHC - Complexo Principal de Histocompatibilidade

MT - Extrato bruto de M. tuberculosis H37Rv

PBS - Solugéo salina tamponada com fosfato
PGE2 - Prostaglandina E2
PHA - Fitohemaglutinina

PMN - Polimorfonuclear



PPD - Derivado proteico purificado micobactéria
SAB - Soro AB humano

TCR - Receptor de células T

TGF-f - Fator transformador de crescimento

TNF - Fator de necrose tumoral



1-INTRODUCAO



A tuberculose pulmonar constitui um dos principais problemas de satde
publica do mundo, atingindo aproximadamente um tergo da populagﬁé) mundial, com
8 milhdes de novos casos e 3 milhdes de o6bitos relatados a c;}ada ano pela

Organizagdo Mundial de Satide. (RAVIGLIONE et al.,1995; KOCHI, 1991).

Com o surgimento das drogas antibacterianas, a tuberculo@ vinha sendo
controlada e, por um perfodo, o niimero de casos chegou a declinar. i}lavia previsdes
que no ano 2020 a doenga seria erradicada nos EUA. Por volta do a:no de 1986, no
entanto, a incidéncia da tuberculose volta a aumentar, ¢ passa agora a Ser um grave

problema de saiude publica no mundo todo (Centro de Controle de Tuberculose

Morbidade- USA -1992, REICHMAN, 1991). Vérios so os fatores que
favoreceram este aumento da incidéncia. Um dos mais relevantes foi o aparecimento
da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), epidémica no inundo, embora
outros fatores possam ter contribuido, tais como: o confinamento de individuos em
presidios ou em institui¢des para idosos, individuos que passam pbr situagdes de
estresse, as baixas condigdes sécio-econdémicas da populagdo ¢ o aun%tento do uso do
&lcool e drogas (BLOOM & MURRY, 1991; PERSON et al,, 1992). Além destes
fatores, hd o aparecimento de cepas do Mycobacterium tuberculosfs resistentes as
drogas. Esta resisténcia pode estar associada ao uso inadequado de (iuimjoterépicos,
em especial por individuos portadores HIV, dlcool e drogas aditos, que ndo fazem o

tratamento de forma apropriada.

O agente etiologico da tuberculose ¢ o Mycobacterium tubei;culosis, género
Mycobacterium pertencente & familia Mycobacteriaceae. E constitv;ido por bacilos
acrobios, uma espécie aerobica restrita, que necessita de oxigénio para crescer € se
multiplicar. E considerada um parasita intracelular facultativo, pois tem a capacidade
de sobreviver ¢ se multiplicar tanto no interior de células fagocitéﬁas, como fora
delas (KONEMAN et al, 1992). E imével, ndo produtora de esporos, ¢ de



crescimento lento (a divisdo celular pode ocorrer em periodos que vatiam de 12 a 24
horas). E uma bactéria que apresenta uma parede rica em lipidices, superficie
hidrofobica, muito resistente a varios agentes quimicos sendo todaviafsensivel a agdo
de agentes fisicos como o calor e a radiagéo ultravioleta. E denéminada bacilo
alcool-dcido resistente e facilmente detectados quando corados pelo método de

Ziehl-Neelsen (KHOMENIJO, 1987).

O M.tuberculosis pode ser visualizado, principalmente, nas secregdes
broncopulmonares, através de microscopia direta, a baciloscopia, e através de

cultura, o que permite a sua identificagfo.

A tuberculose é usualmente adquirida através da via inalatoria. Cerca de um

terco da populagio do mundial jé entrou em contato com M. tuberculosis, ¢
aproximadamente 10% destes individuos infectados desenvolvem a doenga
(COMSTOCK, 1982), entretanto, em determinadas populagdes esta proporgdo é
maior (HOPEWELL, 1995). Em humanos somente de 5 a 10 ;por cento dos
individuos infectados desenvolvem doenga primaria progressiva nos dois anos
seguintes a infecgio. A maioria dos individuos controla a Mecqﬁo primaria, de
modo satisfatério, entre duas e dez semanas, a partir da exposiglio inicial e do
desenvolvimento da resposta imune efetiva (ORME et al., 1993; ORME, 1993).

No processo de infecgdo pelo M wmberculosis, além das caracteristicas fisicas
das particulas infectantes, devem ser ainda considerados os fatores ligados a
variabilidade e viruléncia dos bacilos, ao nimero de bacilos aspiraidos e atividade
micobactericida dos macrofagos alveolares. O deposito de bacilos na parede alveolar
pode resultar em quatro situagdes distintas: eliminagdo dos microrganismos sem
vestigio da infecgdo, infecgdo cronica assintomatica, doenga clinicamente ativa logo
apos a infecgo e finalmente, a doenga ativa muitos anos apos o estabelecimento da

infecgdo inicial (HO & RILEY, 1996).



Individuos “virgens” de contato com o bacilo da tuberculosé, desenvoivem
tuberculose priméria, quando contaminados com um numero suficiente de bacilos
que conseguem vencer os mecanismos de depuragdo das vias aéreas atingindo as
pequenas vias respiratorias € os alvéolos quando sdo entfio detectados pelos
macréfagos. Estas células mononucleares, agindo de maneira inespeciﬁca, ainda néo
controladas por mecanismos mais sofisticados do sistema imune, fagocitam os
bacilos, numa tentativa de “limpar o ambiente”, todavia devido és caracteristicas
especificas dos germes da tuberculose esta tentativa muitas vezes ¢ infrutifera, pois
os macrofagos ndo conseguem impedir que os bacilos se multipliquem, sendo
utilizados, inclusive como células hospedeiras. A replicagdo dos mic‘érorganismos no

interior dos macréfagos acarreta a destruigio das células contaminadas e novos

macrofagos sdo atraidos para o local e repetem o ciclo, fagocitando os
microrganismos liberados. Macrofagos infectados atingem vasos linféticos, depois
ganglios linfaticos ¢, do sistema linfaticos sdo carreados em diregéio & circulagfo
sanguinea; em todos esses locais o fendmeno de fagocitose de bacilos, replicagdo
intracelular dos mesmos, explosdo de macréfagos abarrotados de microrganismo e
nova fagocitose por outros macréfagos e mondcitos se repete enquanto a circulagdo
sanguinea se encarrega de distribuir células infectadas para todo o organismo
(YOUMANS et al., 1975; DANNENBERG, 1984).

A tuberculose secundaria é desenvolvida em individuos que tiveram contato
com o bacilo da tuberculose previamente, resultante de uma nova contaminagio por
inalagio ou da reativagdo de um foco primario quiescente. A manuten¢do da
ativagio depende das condigBes imunoldgicas do individuos. Quaiquer falha da

imunidade local ou geral podera permitir novamente a replicagiio das micobactérias

em qualquer dos “focos primarios”. O local mais frequente de reativagio € o
pulmdo, provavelmente pelo fato de fornecer as condigSes ideais para a reprodugio
das micobactérias, mas ela pode ocorrer em qualquer drgdo onde exista granuloma

tuberculoso.



Os mecanismos de defesa imune a tuberculose néio conseguem impedir que o
individuo manifeste a doenga, apesar do contato prévio, o que significa que a

infecgdo anterior ndo € protetora.

O fato de o bacilo da tuberculose poder se comportar COI‘E%!O um parasita
intracelular faz com que ele s6 possa ser combatido atraves de mecatiismos proprios
da imunidade celular (YOUMANS, 1980; SIFFORD & BATES, 1991). As
micobactérias, para sobreviverem no interior de células fagociticas, ndo agridem o
hospedeiro de maneira significativa ¢ a lesdo tecidual queé existe nestas
circunstincias é causada pela propria resposta imune, ou seja, uma reagio de

hipersensibilidade exacerbada, levando lesdes a teciduais.

A hipersensibilidade do tipo tardia (DTH) é um tipo de reagdo que se
caracteriza pelo acimulo das células inflamatérias no local onde os§ antigenos sdo
instalados. Inicialmente ha migragio dos polimorfonucleares, seguidos por células
mononucleares, com predomindncia de linfocitos ¢ macréfagos. Estudos
histolégicos sugerem um efeito direto e destrutivo das células mononucleares sobre
as células que contém o antigeno. Linfocitos sensibilizados produzem diversos
mediadores quimicos que permitem a destruigio das células infect@das. Por outro
lado, macréfagos ativados pelos fatores resultante da interagéo a;ftigeno-linfécito
sensibilizado podem liberar enzimas capazes de lisar tecidos adjacezéltes do local da
reagfo. A tuberculose é caracterizada pela agregaglo ¢ proliferag:ﬁo; de macrofagos
que formam os granulomas, os quais podem persistir por semanas ou até meses. A
reacdo de hipersensibildade granulomatosa € em termos de Suas; consequéncias
clinicas, o tipo mais sério de resposta tardia, causando muitos efeitos patologicos
que envolve a resposta mediada por células T. Ela resulta na épersisténcia do
antigeno no interior das células mononucleares, j4 que estes microrganismos ndo
podem ser mortos e eliminados por polimorfonucleares ndo ativados e podem até

mesmo sobreviver de modo preferencial no interior dos fagolissomaés ou citoplasma
dos mondcitos (DANNENBERG & ROOK, 1994). A erradicagéo %destas bactérias



requer a amplificagio da atividade microbicida dos fagocitos via citocinas

produzidas pelos linfocitos T.

Células apresentadoras de antigenos infectadas por bactérias que sobrevivem
no seu interior, como é o caso da infecglio pelo M. tuberculo&ié, normaimente
exibem na sua superficie antigenos microbianos complexados coﬁl antigenos do
MHC. Essa situagfio permite a detecgfio desta células pelos iinfécités, varios deles
CD4+, CD8+ e linfécitos T y8 especificos contra esses antigcnos-é que produzem
linfocinas capazes de ativar macréfagos, tornandos-os capazes de matar estas
bactériaé ou influir na sua replicagio. (KAUFMANN, 1988, FLYNN et al., 1992;
JANIS et al,, 1989; FLESCH & KAUFMANN, 1993). |

Com o entendimento da biologia das citocinas, a resposta imime que resulta
no controle da replicagdo dos agentes agressores ou na resposta imune deficiente do
hospedeiro, passa a ser visto como o resultado da prevaléncia do efeito de
determinadas citocinas sobre a produgdio de outras. Os estudos iniciais envolvendo
estas macromoléculas descreveram numerosos fatores proteicos, produzidos por
determinadas células, e ligados & intermediagdo de fungbes especiﬁcas em ensaios

bioldgicos particulares.

Atualmente aceita-se as células T CD4+ de murinos podem ser subdivididas
de acordo com o padriio de citocinas que sdo capazes de produzir. Células auxiliares
do tipo 1 (Th1) produzem IL-2, IFN-y ¢ TNFB enquanto as céiuiés tipo II (Th2)
secretam IL-4, IL-5, TL-6 IL-9, IL10 e IL-13 (MOSMMAN et al, 1986;
ROMAGNANI et al., 1996). Além dos clones de células T que se enquadram no

subgrupo 1 e subgrupo 2, existem células ainda ndo diferenciadas %em Thi ¢ Th2,

Estes clones, denominados Th0, provavelmente representem o estdgio inicial de
células ndo diferenciadas em Thl e Th2, (DEL PRETE et al., 1991; ROMAGNANI,
1996; MOSMMAN et al,1986).



Com relagio & fungfo dessas subpopulagBes de células, mstra-se que as
células Thl produtoras de IFNy e IL-2 estdo envolvidas na;s reagdes de
hipersensibilidade enquanto as células Th2 sbo células auxiliaresé na sintese de
anticorpos. Evidéncias tém se acumulado sugerindo a existéncia emé seres humanos

de subgrupos de linfocitos T, Thl e Th2, semelhantes aos ja descritos@ para murinos
( ROMAGNANI et al.,1992). |

O padrio de produgdo de citocina da “imunidade natural” ( IFN-y alto e baixa
produgdo de IL-4) provocado por parasitas intracelulares ou wms que ativam
macrofagos, linfocitos e células NK provavelmente determina o fcnéﬁpo da resposta

subsequente como o Th1 (CHAN, 1591).

Em camundongos, a imunidade ao parasita Leishmania major é imuno-
regulada por subpopulagdes Thl e Th2. Entre as linhagens de,; camundongos
geneticamente resistente, a resposta tipo Thl é predominante ¢ a produgéo de IFN-y
promove a resolugdo da infecgdo, com evoluglo para cura esponta“mea. Em linhagens
susceptiveis observa-se uma tendéncia a resposta Th2 levando a formas progressivas
e letais da infecgdo. Neste modelo a produgdo do IFN-y estd reladionada com o
desenvolvimento de linfocitos do tipo Thl, enquanto a produgéo de IL-4 favorece a
diferenciagio no sentido da resposta Th2 (SHER & COFFMAN, 1992). Nos
murinos infectados com M. tuberculosis, durante o processo de contrble da infecgéo,
pode-se observar dois momentos diferentes da resposta dos iinfécitos T CD4+,
segundo o padrfo de citocina liberado “in vitro” em resposta; aos antigenos
especificos. Inicialmente, na fase de atividade maxima dos mecanis;nbs de protegio,

os linfécitos T CD 4+ produzem preferencialmente IFN-y. Apos 20 a 40 dias de

estabelecimento do controle da infecgdo, os linfocitos T CD 4+ secretam IL-4
(ORME, 1987; ORME, 1988; ORME et al., 1993). Assim, as citocinas envolvidas

na protegdo a infecgéo tuberculosa em murinos tende ao perfil do padréio Thl.



No homem, as interagSes parasita-hospedeiro também sﬁc} os melhores
modelos de estudos das citocinas derivadas de células T, principalx;émnte devido a
nitida polarizagdo da secregdo de determinadas citocinas observadas nas infecgdes.
As células Thl, através da produgfio de IL-2 e IFNy, estdo associadaé a resisténcia e
a climinagio de patégenos intracelulares como Mycobateriunfv tuberculosis,
Mycobacterium leprae e Leishmania major (BOOM et al., 1987, HAANEN et al.,
1991: DEL PRETE et al,, 1991; YAMAMURA et al,, 1991; HEINZELK et al,
1989; BOOM et al., 1990). Del Prete e colaboradores conseguiram aemonsnm que
linfécitos do sangue periférico de individuos normais os quais jé entraram em
contato com antigenos M. tuberculosis e Toxocara canis respondem em cultura com

proliferagdo quando exposto a cada um destes antigenos. Este proi;edimento gera

clones celulares especificos contra o M. tuberculosis e Toxocara canis. Sabe-se que
a infecgdio com M. Tuberculosis e Toxocara canis induz tipos diferentes de resposta
imune, que sdo consistentes com ativagdo especifica de células de padréo Thl ou
Th2, respectivamente. A infecgdo com M. tuberculosis usualmente desencadeia
fendmenos de imunidade celular que incluem a hipersensibilidade tardia, enquanto
que a infecgdo com 7. canis produz aumento de IgE e eosinofilia. Quando o padréo
da produgdo de linfocinas de uma série de clones especificos de células T para PPD
¢ antigenos especificos de 7. canis foi determinado, observou-se uma diferenga
muito clara entre os dois clones através dos tipos de linfocinas secretadas; clones
especificos para PPD produziram linfocinas tipicas de linfécitos Thl enquanto os

clones especificos de 7. canis produziram linfocinas com o pad&o de Th2.

As citocinas produzidas por cada uma das subpopulagdes séo conhecidas pela
propriedade de inibir a proliferaglo, sintese e atividade bioldgica das citocinas
secretadas pela subpopulagéo oposta (MOSMMAN & MOORE, 19951). Desta forma,
IFNy produzido por linfécitos Thl agem negativamente sobre a populagio Th2,
inibindo a sintese de IL-4, por outro lado produtos das células Th2 como IL-4 ¢ IL-
10 também podem inibir a sintese de IFN y (SWAIN et al., 1991). éCitocinas como



TGFB, que nfio se enquadram obrigatoriamente como produto de Thl e Th2, podem
inibir a produgdo de citocinas pelas c€lulas Thl, como ocorre com? a produgdo de

IFNy nas parasitoses (SILVA et al.,1991; ROOK et al., 1986).

O TGFB pode ser produzido por linfocitos T ativados (KEHRL et al., 1986
(a); BRISTOL et al., 1990), linfécitos B (KEHRL et al., 1986(b)) e macrofagos
(ASSOIAN et al., 1987, GROTENDORST et al., 1989; LEWIS et al.,? 1989; KEHRL
et al., 1986). O fator transformador de crescimento beta compieende-g uma familia de
peptideos conhecida por atuar negativamente sobre uma série de fungdes

imunoldgicas. Estudos “in vitro” mostram que o TGFP inibe a i)ro}iferaqﬁo de

linfécitos T (KEHRL et al., 1986; RUEGEMAR et al., 1990; SIELP et al., 1988;
LEE & RICH, 1991), atividades das células NK (ORTALDO et al, 1991), e
citotoxicidade (SHALABI & AMMAN, 1991; RANGESD et al.; ;1987). O fator
transformador de crescimento beta (TGF-B) inibe a sintese de citocinas produzidas
por macréfagos e diminui a expressdo de MHC de classe 11 (ESPENIK et al., 1987,
CZARNIECKI et al., 1988). O TGF-B também inibe a proliferagio de células T
dependentes de IL-2 e expressdo de receptores de IL-2 (KEHRL et al.,, 1986;
ORTALDO et al., 1991),. |

Estudos realizados no modelo de tuberculose experimental mostraram a
capacidade do TGF-B em antagonizar a agdo do IFN-y e TNF-o na ativagio de
macréfagos (TISUNAWAKI et al., 1988; DING et al., 1990). O IFN-y aumenta a
atividade antimicobactericida de macréfagos quando os mesmos sio neutralizados

por anticorpos anti-TGF-B, e sua interferéncia negativa na sintese de produtos da

cadeia intermedidria do metabolismo do nitrogénio (FLESCH & KAUFMANN,
1991). Vérios relatos na literatura tém mostrado que a produgéo excessiva de TGF-B
por células do sistema fagocitico-monocitario de individuos infectados com MT leva

a deficiéncia no controle da replicagdio dos bacilos. O TGF- ¢ sintetizado em



maior quantidade por monécitos de pacientes portadores de fubcréculose, células
gigantes de Langerhan e células epiteliais em granulomas tubercixlosos também
expressam RNAm para TGF-p (TOOSSI et al,, 1995), sugerindo qut% a produgéo no
local dos sitios infecciosos pode resultar na desativagdo dds macrofagos.
Macréfagos humanos infectados com linhagens virulentas M. avium “in vitro”,
produzem altos niveis de TGF-B; quando foi adicionado o anticorgo neutralizante
anti-TGF-B, verificou-se que o IFNy e TNF-o tiveram seu efeito bactericida
potencializados. Estes resultados sugerem que TGF-B inibe a f‘esposta imune

antimicobacteriana e facilita a sobrevivéncia da micobactéria (BERMUDEZ, 1993).

O interferon gama (IFN-y) tem um papel notdvel no contl_éole da infegdo

tuberculosa de murinos (FLESCH & KAUFMANN, 1993), ¢ produzido por clones
de subpopulagdes de células Thl ativadas, células NK e CD8, melhora a atividade
antimicobacteriana em macréfagos de murino, provavelmente, atrav;és produgéo de
metabolicos como o peréxido hidrogénio e dxido nitrico (FLESCH & KAUFMANN,
1991; CHAN et al., 1992). Experimentos realizados em caxnundongos GKO, com
deficiéncia genética para a sintese de IFN-y, mostram que estes animais sdo
incapazes de controlar a infecgéio pelo BCG e M. tuberculosis, morre;imdo de infecgdo
disseminada. Macréfagos de murinos, previamente tratados écom IFN-y ¢
posteriomente infectados com M. tuberculosis sdo capazes cie controlar a
multiplicagdo de bacilos. Em protocolos onde os animais séo infeétados e depois
tratados ndo houve o controle da infecgo (HANANO & KAUFMANN, 1995).
Estudos realizados em humanos mostraram que a administragéo EFNA{ reduz o

nimero de bacilos em pacientes portadores de lepra lepromatosa (NATHAN et al.,
1986). Os resultados de um estudo que utilizou o IFN-y como adjuvante no

tratamento de pacientes com doengas bacterianas refratirias ao tratamento,

sugeriram que o IFN-y, de fato, desempenha um papel essencial ‘no controle da
infecgdo micobacteriana humana (HOLLAND et al,, 1994). A detecgdo de altos



niveis de IFN-y e TNF-u, no liquido pleural de pacientes com tuberculose ¢ uma
evidéncia do envolvimento dessas citocina na infecgfo (BARNES et al., 1993;
ZAHANG et al., 1994). Estudos realizados utilizando macrofagos e linfocitos de
lavados bronquio-alveolares de pacientes com tuberculose pulmonar émestrafam que
os mesmos expressam, de forma aumentada, RNA mensageiro para IFN-y,
comparados ao grupo controle (ROBINSON et al., 1994). Embora, varios
argumentos sugiram que o IFN-y favorega a morte micobacteriana é necessario ter
em mente que ha controversias, pois outros autores ndo conseguiratfn demonstrar o
efeito antimicobacteriano dessas citocinas (DOUVAS et al., 1985; SI—HRATSUCHI
et al., 1990) |

A tuberculose que sempre foi um problema de saide publica em paises em
desenvolvimento como o Brasil, com o aparecimento da AIDS, se tci'nou epidémica
em todo o mundo, atingindo uma incidéncia alarmante. Os mecanismos
imunolégicos envolvidos na interagiio Mycobacterium tuberculosis ¢ hospedeiro ndo
estdo totalmente conhecidos. Em particular a imunidade de individuos que
desenvolvem resisténcia s drogas anti-micobacterianas, também € muito pouco
estudada. Assim, no presente trabalho foi nosso objetivo estudar alguns parmetros
da resposta imune celular de individuos portadores de Tuberculose pulmonar

“virgens” e refratarios ao tratamento, comparados ao grupo controle normal.



II - OBJETIVOS



Visto que os mecanismos de resisténcia do hospedeiro & infecglo pelo
Mycobacterium tuberculosis ndo sio completamente conhecidos e devido ao grande
ntimero de casos de tuberculose encontrados atualmente nos alebulatérios de
tisiologia, e mais ainda, a resisténcia as drogas, este trabalho tefn por objetivo

investigar aspectos da imunopatogenia da tuberculose pulmonar humzina através da:

-Avaliagio da imunidade celular “in vivo” através de testes cutineos de
hipersensibilidade tardia (PPD, tricofitina, candidina e DNCB), em individuos

portadores de tuberculose pulmonar.

- Avaliagio da proliferagdo celular “in vitro” atraves da transformacdo blastica de
linfocitos do sangue periférico de pacientes portadores de tuberculose pulmonar
“virgens” de tratamento e refratarios ao tratamento ¢ individuos normais,
estimulados com mitogenos inespecificos (PHA), antigenos especificos PPD, MT na

presenga ou nio de indometacina.

-Determinagdo dos niveis de TGF-B produzidos por células do sangue periférico de
pacientes portadores de tuberculose pulmonar “virgens” e refratarios ao tratamento ¢

individuos normais.

- Determinagio dos niveis de IFN-y no sobrenadante de cultura de linfécitos dos

pacientes portadores de tuberculose pulmonar “virgens “ e refratarios ao tratamento

e individuos normais.



III - MATERIAL E METODOS



3.1 Populagiio estudada: Os doadores de sangue envolvidos neste estudo eram

todos voluntarios ¢ foram informados que o sangue seria utilizado em pesquisa
basica. O projeto foi, previamente, aprovado pela Comisséo de Etica médica do

HC/UNICAMP.

3.2 Pacientes: Os pacientes tinham diagnéstico de Tuberculose pulmonar
definida por baciloscopia (BK+) ou cultura. As formas clinicas escoﬂﬂdas para este

estudo foram as seguintes: pacientes que pela primeira vez haviam contraido

tuberculose, chamados “virgens” de tratamento (VT) e pacientes cronicos, isto €, sob
tratamento por tempo muito superior ao habitual, denominados refratarios ao
tratamento (RT), acompanhados nos ambulatérios do Instituto de Tisiologia “
Clemente Ferreira”, Centro de Referéncia do Estado de Sdo Paulo. Foram estudados
59 pacientes, 28 eram VT, sendo 13 do sexo feminino e 135 do sexo masculino, 35
eram RT, sendo 14 do sexo feminino e 21 do sexo masculino, ¢ 14 individuos
Normais, sendo 11 do sexo feminino e 03 do sexo masculino. Nos trés grupos, a
idade variou entre 20 e 70 anos. A média de idade, por grupo, foi: VT - 30 anos, RT
- 36,7 anos ¢ Normais - 26 anos. Os dados dos pacientes estéo nos qﬁadros laelbdo

apéndice.
No quadro III, apresentado no apéndice, mostramos os dados dos pacientes

portadores de tuberculose pulmonar (VT ¢ RT) quanto a baciloscépia (BK), teste
anti-HIV e cultura. Dos 28 pacientes VT estudados, somente um ndo tinha BK

positivo; quanto ao teste anti-HIV, 21 eram negativos e, em sete, ndo foram
encontrados os registros dos resultados. Quanto aos 35 pacientes estudados do grupo

RT, 33 tinham BK positivo e dois, BK negativo; no teste de anti-HIV, 25



apresentaram resultado negativo e 10 ndo tinham o resultado registrado. O tempo

médio de doenga neste grupo foi de 6,8 anos.

Quadro L Distribui¢do dos pacientes estudados de acordo com o

diagnéstico clinica.

Grupos Clinicos N’ de Pacientées
“Virgens” de tratamento (VT) 24 |
Refratarios ao Tratamento (RT) 35
TOTAL 59

3.3 Individuos controles: O grupo controle foi compostoé de individuos

saudaveis, selecionados entre os alunos € funcionarios da UNICAMP.?

3.4 Reagentes: Para a quantificagdo dos niveis de TGF-B os seguiintes anticorpos
foram utilizados: anticorpo policlonal anti-TGF- humano, obﬁdo em galinha
(R&D, USA), anticorpo monoclonal anti-TGF-B bovino, obtido em camundongo
(Genzyme, MA, USA), anti-IgG de camundongo marcado com biotipa (Vector, lab.
USA). Com relagdo as dosagens de IFNy empregamos os seguinties anticorpos:
anticorpo monoclonal anti-HU INF-y (HB8700) ¢ anticorpo monocionai anti-IFN-y
humano marcado com biotina (Pharmingen, CA, USA). Para a construgdo das curvas
empregamos IFN-y recombinante humano (Pharmingen, CA, USA) eéTGF-'B humano
purificado (Genzyme, MA, USA).




3.5 Obtengdio de células mononucleares a partir do sangue

periférico humano: Foi coletado sangue periférico de individuos normais ¢
infectados utilizando tubos Vacutaner (@), siliconizado, heparinizado e estéreis. As
células mononucleares foram separadas em gradiente de Ficoll-Hipaque com
densidade de 1077. Ap6s a centrifugagdo o anel linfocitario foi colhido com pipeta
Pasteur e lavado por trés vezes com HBSS e posteriormente suspendido em meio de
cultura. Os linfocitos foram contados em cdmara hemocitométrica ajustando-se a

concentragdo celular conforme os experimentos realizados.

3.6 Cultura de células mononucleares do sangue periférico

humano: Células obtidas, de acordo com o item anterior, foram ajustadas para
2x10° células por pogo, em placas de cultura de 96 pogos, num volume de 200ui de
RPMI 1640 (Sigma Chemical Co-USA) suplementados com 10% de soro AB
humano, penicilina(100ug) garamicina(5Smg/ml),, estreptomicina (100 U/ml), 25 nm
de HEPES (Sigma Chemical Co-USA). Os ensaios foram realizados em triplicata.
Avaliamos a transformagcfo blastica de linfocitos estimulados com PHA, PPD ¢ MT.
As células foram incubadas por 72 horas com o mitogeno e 96 horas com antigenos
especificos, em incubadora contendo tensdo constante de 5% CO,_ a 37°C. As
concentragBes Otima tanto do mitégeno como dos antigenos foram determinadas
previamente, sendo que a concentragdo de 50pg/ ml foi utilizada fanto para PHA
como para PPD ¢ MT. Aproximadamente 18 horas antes do término do periodo de
incubagdo, 1uCi de timidina tritiada (New England Nuclear MA, USA) foi
adicionado a cada pogo. Apds este periodo, o excesso de material radioativo foi
retirado, lavando-se as células em um coletor (Cell- Harvester Model 200A -
Cambridge Technology, Inc.). As células livres do excesso de radiotivo, foram

depositadas em papel de fibra de vidro (Cambridge Tecnology, USA) e colocadas



em tubos padronizados contendo liquido de cintilagdo. O contetido radioativo foi
determinado em cintilador beta (Beckman). Os resultados foram expressos em
contagem por minuto (CPM) sendo considerada a média das triplicatas. A atividade
supressora das prostaglandinas sobre a proliferacdo de linfocitos foi estudada no
ensaio de blastogénese, através da adigio de indometacina as culturas. A

concentragio Otima foi de 10° M de indometacina.

3.7 Produciio de citocinas: Células do sangue periférico humano foram
obtidas de acordo com item anterior, ajustadas para 2x10%/ml ¢ cultivadas em placas

de cultura de 24 pogos. Para a produgio de TGFp as células foram cultivadas em

meio livre de soro (meio SF- Gibco, USA), de acordo com protocolo ja empregado
anteriormente (SANTOS et al., 1994) . O tempo ideal para a produgdo de IFNy foi
de 60 horas e 72 horas para TGFB. Ap6s o periodo de incubagfo os sobrenadantes
foram retirados e centrifugados a 1200 rpm por 10 minutos € os niveis de citocinas

quantificados utilizando-se o método de ELISA de captura.

3.8 Elisa de Captura: Para determinar os niveis de TGFp utilizamos o método

de ELISA de captura empregado por Miller et al. 1993 O TGF-p coﬂsiste na familia
de citocinas que apresenta sequéncia de aminodcido muito bem conservadas
filogeneticamente (FLANDERS et al, 1988, DANIELPOUR et al., 1989),
permitindo o emprego de anticorpos de diferentes espécies nos ensaios

imunoenziméticos. Devido & estrutura molecular o TGFpB apresenta-se na forma
latente ¢ ativa, sendo, a primeira, normalmente liberada pela células. A forma ativa

do TGFP ¢é normalmente obtida através de acidificagdo, e ac,{ﬁo de enzimas
proteolitica ou interagio célula-célula (LYONS et al.,, 1988; LAWRENCE et al.,

1985). Em termos de quantificagio em ensaios imunoenzimaticos, ficou



demonstrado que apenas a forma ativa de TGFp tem capacidade éle se ligar aos
anticorpos (LUCAS et al., 1990). Para determinar os niveis de TGF-E) utilizamos o
método de ELISA de captura: os sobrenadantes obtidos de acorcio com © item
anterior foram acidificados com 10p1 de HCL 1 N por 1ml de sobrenéadante, durante
10 minutos a temperatura ambiente, seguidos de neutralizagéo com }()pl de NaOH 1
N. Apés este tratamento, os sobrenadantes foram distribuidos nas Sﬁxicropiacas de
ELISA (Immulo I NUNC, Roskilde, Dinamarca) devidamente cdbeﬁas com 08
anticorpos. As microplacas de ELISA foram cobertas com lpg/@ de anticorpo
policlonal anti- TGF-B humano, obtido em galinha (R &D,CA, USA) em tampdo
carbonato 0.05M pH 9.6. Apds 18 horas de incubagdo a 4° C, as placas foram
lavadas trés vezes com PBS contendo 0.05% de Tween 20 e 0.01 de{ thimerosal. As
reagdes inespecificas foram bloqueadas com 200ul de BSA 3% em PBS, por duas
horas a temperatura ambiente. Para a construgio da curva padréo, ati;lizamos TGF-p
humano purificado (Genzyme, MA, USA). O sobrenadantes € os padrdes foram
incubados por 18 horas a 4% C. Apbs este tempo, as microplaceés foram foram
lavadas trés vezes com PBS e adicionado o anticorpo monoclof;al anti-TGF-B
bovino obtido em camundongo (Genzyme, MA, USA), 2ug/ml diluicio em PBS com
0.1% de BSA. As microplacas foram incubadas por uma horaéj a temperatura
ambiente ¢ lavadas apds este tempo. Adicionou-se entfo anticori)o anti-IgG de
camundongo marcado com biotina (Vector lab., MA, USA), na diluié;ﬁo de 1:2000 e
as placas foram incubadas por uma hora a temperatura ami)iente.; Novamente as
placas foram lavadas e adicionou-se entio avidina-peroxidase (Sigmia-Chemical Co-
USA) na conceniragdo de 1:400 em PBS e 10% de soro bovino fetal. Apos 30
minutos de incubagdo, o substrato contituido por 10 ng OPD (Sigm;a Chemical Co,
USA), e mais 10ul de peroxido de hidrogénio (Sigma Chemical Co, USA), foi

adicionado e procedida a leitura a 490 nm em leitor de Elisa Labsystén.



3.9 Dosagem de IFNY: Para a quantificagio de IFNy as microplacas da mesma

procedéncia descrita acima foram cobertas com 14l de anticorpo monoclonal anti-
HU INF-y (HB8700) (Pharmingen, CA, USA) , em tampéo carbona‘éce pH 9,6 , por
18 horas. |

As placas foram lavadas as reagdes especificas bloqueadas cc-ém BSA 3% em
PBS por 2 horas a temperatura ambiente apos este periodo o IFNy humano
recombinante (Pharmingen, CA, USA) foi adicionado em diferenteé concentragdes
para a curva padrio, assim como os sobrenadantes. As amostras foranzél incubadas por
18 horas a 4°C. As placas foram lavadas e adicionado o anticorpo méonoclonal anti-
IFNy humano marcado com biotina (Pharmingen, CA, USA). As placas foram
incubadas por um periodo de 1 hora a temperatura ambiente. Apos éste periodo, as
microplacas foram lavadas e adicionada avidina-peroxidase seguidﬂé de substrato e

leitura, como descrito para TGFB.

3.10 Testes cutineos de hipersensibilidade tardia§ Utilizamos o
antigeno derivado proteico purificado (PPD) (Ataulfo de Paiva Ltdaé) , as leveduras
(candidina e tricofitina) (Ataulfo de Paiva Ltda) e o comfposto quimico
dinitroclorobenzeno (DNCB 50 ¢2000 ug) (Atauifo de Paiva Ltda).g Para aplicagdo
do PPD utilizamos a técnica do Mantoux, que consiste da inje¢do ;intradcrmica de
0,1m! e os antigenos candidina e tricofitina foram aplicados por injegdo intradermica
na regido deltéide sendo que a leitura foi a mesma que a do mantouxg. As medidas da
drea de enduragdo foram realizadas 72 horas apos aplicaqﬁo.% A reagdo foi
considerada positiva quando houve enduragfio com diémetro maior ou igual a 5 mm
(SPITLER, 1976). .

Foram aplicados os discos de feltro do DNCB nas dosagens de 2000 e 50pg

sobre a pele na regifio dorsal superior e fixadas com micropore por 24 horas. Apds



14 dias , foi observada as reagdio inflamétoria local. Na data da leitura foi aplicada
nova dose de 50ug de DNCB, em lado contra lateral, e observadas as reagdes de

eritema e enduragdo apés 72 horas (CATALONA et. al 1972).

3.11 Testes estatisticos: Teste de Friedman: teste ndo paramétrico para mais
de dois grupos relacionados (LEVIN,1987) utilizado para comparar o efeito dos
diferentes antigenos sobre a resposta linfoproliferativa e nos ensaios
imunoenzimaticos. Nos casos em que resultou estatistica significativa, o teste de
Friedman foi complementado com teste de Wilcoxon, teste nﬁo paramétrico

utilizados para comparar dois grupos de amostras relacionadas. O nivel de

significincia foi alfa=0,05 para todos os testes empregados.



IV - RESULTADOS



4.1 Testes cutineos de hipersensibilidade tardia

Na tabela I estdo representados os resultados dos testes cutdneos de
hipersensibidade tardia do grupo de pacientes estudados. Com relagdo ao estimulo
com PPD a tabela I também mostra os valores obtidos em individuos normais.
Podemos observar que houve resposta fortemente positiva para PPD nos grupos dos
pacientes VT 90% e RT 96% ¢ somente um individuo de cada grupo teve reagdo
fracamente positiva PPD=5, enquanto o grupo de individuos normais mostrou 36%
de positividade. Com relagdo s duas leveduras (candidina e a tricofitina) a
porcentagem de positividade foi baixa nos dois grupos estudados,' (candidina=VT
70% e RT 66,6%; tricofitina= VT 90% ¢ RT 83,3%) de resultados negativos. Com

relagio a0 DNCB 62% dos pacientes refratarios e 25% dos “virgens”de tratamento

apresentaram resultados negativos.

Tabela I Testes cutfneos de leitura tardia. Resultados expressos em mm,;
sensibilizagdo a0 DNCB: Resultado negativo (neg) ou positivo (+). Combinagdo dos

resultados dos dois grupos de pacientes.

Antigenos VT RT

<Smm 5a9 >10 <5mm 5a9 >10
PPD 0/12 1/12 11/12 0/18 1/18 17/18
Candidina 3/10 5/10 2/10 7/18 5/18 4/18
tricofitina 4/10 5/10 1/10 7/18 7/18 0/18
DNCB 3(neg)/9 6(+)/9 10neg/16  6(+)/16

PPD-Normal 6/13 1/13 6/13




4.2 Resposta proliferativa de linfécitos do sangue éeriférico de
pacientes portadores de tuberculose pulmonar é(“virgens e

refratdrios ao tratamento) e do grupo de individuios normais,
estimulados com PPD, MT ¢ PHA

A ativagdo ou transformagdo linfocitaria refere-se a um probesso “in vitro”
que se correlaciona ao processo que regularmente ocorre quando linfocitos do
hospedeiro, especificamente sensibilizados, interagem com o antigeé:no. E a técnica
mais comumente usada para avaliar a imunidade celular. Mitogenos como a PHA,
sio estimulantes policlonais e niio requerem sensibilizagdo prévia do individuo como

no caso de antigenos especificos PPD ¢ MT. Com a finalidade de ayaliar a resposta

imune celular inespecifica e especifica ao antigeno da Mycobacterizitm tuberculosis,
utilizamos linfécitos do sangue periférico dos pacientes portadores% de tuberculose
pulmonar (VT e RT) e do grupo de individuos normais e estimulamos com PPD, MT
¢ PHA, '

Na figura 1, encontram-se os resultados da resposta proliferativa de linfécitos
de pacientes portadores de Tuberculose pulmonar (VT e RT) e de individuos
normais, estimulados com PHA. Pode se observar que a variagfo cfe resposta entre
os individuos estudados ¢ grande. Mesmo com essa v@agéo, observou-se
significativa redugdo da resposta blastogénica dos dois grupos de pacientes
estudados quando comparados ao grupo de individuos normais (VT= P=0.001 ¢ RT=
P= 0.003). Ndo houve diferenga significativa entre a resposta ﬁroiiferativa dos
individuos do grupo VT e RT (p>0.05). :

Na figura 2 estéo os resultados de resposta proliferativa dos individuos dos 3

grupos estudados, estimulados com PPD. Os resultados mostram? que ndo houve
diferenga significativa entre a resposta blastogénica apresentada pelo grupo de

individuos normais e o de pacientes “virgens de tratamento (p>G.OS). O grupo de



e et

individuos normais e o de pacientes “virgens de tratamento (p>0.05). O grupo de
individuos refratirios ao tratamento apresentou resposta signiﬁcaﬁvmnente maior

que o grupo de individuos normais (p= 0.001)

Na figura 3 encontram-se os resultados obtidos quando se avaliou a
proliferagdo de linfécitos frente ao extrato bruto de Mycobacteriéum tuberculosis
(MT) nos trés grupos estudados. Os dados revelam que o grupo de individuos
normais apresentou resposta proliferativa significativamente %maior que as
apresentadas no grupo de individuos VT (p=0.006). No grupo de pac:ientes “virgens”
de tratamento, a resposta proliferativa de linfocitos € significativamente reduzida

quando comparada aos grupos de individuos RT (p=0.006). No enténto, o grupo de

individuos normais em relagdo ao grupo de individuos RT ndo apresentou resultado

significativo (p>0.05).
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Figura 1. Resposta proliferativa de linfocitos do sangue penfénco de pacientes
portadores de tuberculose pulmonar (virgens e refratérios ao tratamento) e
individuos normais estimulados por PHA (50 pg/ml). Resultado?s €Xpressos em
contagens por minuto (cpm). Gréfico superior populagdes; grafico é;inferior,valores

médios.
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Figura 2. Resposta proliferativa de linfécitos do sangue periférico de pacientes
portadores de tuberculose pulmonar (virgens e refratrios ao tratamento) e de

individuos normais estimulados com PPD (50 pg/ml). Resultados expressos em
contagens por minuto (cpm). Grafico superior populagdes; grafico :inferior,va}ores

médios.
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Figura 3. Resposta proliferativa de linfocitos do sangue periférico de pacientes
portadores de tuberculose pulmonar (virgens e refratdrios ao tratamento) e

individuos normais estimulados por MT H37Ra (50 pg/ml). Resultados expressos
em confagens por minutos (cpm). Gréfico superior populégﬁes; grifico

nferior,valores médios.



4.3 Resposta proliferativa de linfécitos de pacientes portadores
de tuberculose pulmonar refratirios ao tratamento cultivados

na presen¢a de indometacina.

A interagdo de linfécitos com as células do sistema monocitico-fagocitario
envolve mecanismos muito complexos. Citocinas produzidas pelos macrofagos, por
exemplo, tanto agem inibindo como estimulando a populagdo linfocitaria. As
prostaglandinas E2 sdo conhecidas pela a propriedade de inibir a resposta

blastogénica de linfocitos. A Indometacina atua inibindo a via da ciclooxigenase no

metabolismo do acido araquidomico, suprimindo, portanto, a sintese das
prostaglandinas. Este grupo de experimentos foi idealizado com a finalidade de
verificar se a supressdo da resposta proliferativa de linfocitos dos pacientes com
tuberculose refratarios ao tratamento era devida a excessiva produgdo de PGE,.
Desta forma, as células dos individuos foram cultivadas na presenga de

Indometacina.

Os resultados expressos na figura 4 mostram que houve discreto aumento da
resposta blastogénica dos linfocitos estimulados tanto por PHA, como por PPD e
MT, quando cultivados na presenga de Indometacina. Embora, estes valores tenham
atingido significincia estatisica (p< 0.05), observamos que o aumento ¢ muifo
discreto, ndo revertendo a resposta blastogénica dos pacientes ao nivel da resposta

dos individuos normais.
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Figura 4. Resposta proliferativa de linfocitos do sangue periférico de pacientes
portadores de tuberculose RT estimulados por PHA, PPD e MT H3 7Ra, testados
com indometacina (IM). Resultados expressos em contagens poré minuto (cpm).

Gréfico superior populagdes; grafico inferior,valores médios.



4. 4 Produciio de TGF-$ por células do sangue Qeriféricﬂ de
pacientes portadores de tuberculose pulmonar e individuos

normais, ap6s o estimulo com PHA, PPD e Mt

O fator transformador de proliferagio B faz parte de uma fanéiilia de citocinas
com propriedades pro e anti-inflamatérias. A redugéo da resposta éfblastogénica de
linfécitos pelo TGFB estd bem descrita na literatura. Com o objetivo de verificar se a
diminui¢io da resposta blastogénica de linfocitos do grupo de paciéntes foi devido
ao aumento na produgfio de TGFp, os linfocitos do sangue éeriférico foram

estimulados com PHA, PPD e MT em cultura, e os niveis de TGFj3 ;do sobrenadante

foi dosado nos trés grupos.

Analisando os resultados apresentados na figura 5, veriﬁcamos que a
produgdo de TGF-B quando as células foram estimuladas com PHA, ndo chegou, a
atingir valores significativos entre os grupos estudado (p> 0.05), apesar estar
aumentada no grupo RT. :

Quando as células foram cultivada e estimuladas com PPD, observou-se
aumento na produgdo de TGFB no sobrenadante de cultura de individuos RT,
quando comparados aos normais (p=0.03), enquanto que nfo se ob?servou aumento
no sobrenadante dos individuos VT relacionados com normais (p>0.05) como

mostra a figura 6.

A figura 7 mostra a produgio de TGF-f no sobrenadéme de células
linfocitarias estimulados com o extrato bruto de M. tuberculosis MT. Os resultados

mostram que a produgéo do TGFB foi maior nos individuos RT quaindo comparados

a0s normais (p=0,01) Também houve aumento da produgéo de 'I‘GE}-B no grupo de
individuos VT quando comparados a0 grupo de individuos os normais (p=0.02).

Observando os niveis de TGF-B do grupo de células que ndo foiram estimuladas



nota-se que os niveis de citocinas s3o consideraveis. Como mencionamos, TGF-f €
produzido na forma inativa e necessita de ativagdo prévia para se transformar na
forma ativa. Para o ensaio imunoenzimatico fizemos tratamento com acido para

transformar TGF-p latente na forma ativa. Este tratamento implicou em alterar todas

as moléculas de TGF-B, explicando, portanto, os niveis altos obtidos nos

sobrenadantes de células nfo estimuladas.
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Figura 5. Niveis de TGFB no sobrenadante de células linfocitdrias do sangue
periférico de pacientes portadores de tuberculose pulmonar (virgef‘ns ¢ refratérios
a0 tratamento) ¢ individuos normais, na presen¢a e auséncia de estimulo com

PHA. Os niveis de TGFpP foram quantificados utilizando-se o méiodo de ELISA

de Captura. Resultados expressos em nanograma por mililitro (ng/ml) Gréfico
superior populagdes; grafico inferior,valores médios.
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Figara 6. Niveis de TGFB no sobrenadante de células linfocitéﬂas do sangue
periférico de pacientes portadores de tuberculose pulmonar (virgchs ¢ refratarios
ao tratamento) ¢ individuos normais na presenca e auséncia de estirﬁulo com PPD.
Os niveis de TGFB foram quantificados utilizando-se o método de ELISA de
Captura. Resultados expressos em nanograma por mililitro (r@g/ml). Gréfico
superior populagdes; grafico inferior,valores médios. |
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Figura 7. Niveis de TGFB no sobrenadante de células linfocitarias do sangue
periférico de pacientes portadores de tuberculose pulmonar (virgens e refratarios
ao tratamento) e individuos normais na presen¢a e auséncia de estimulo com
MT H37 Ra. Os niveis de TGFP foram quantificados utilizando-se o método de
ELISA de Captura. Resultados expressos em nanograma por mililitro (ng/ml).
Grafico superior populagdes; grafico inferior,valores médios. |



4.5 Producdo de IFN-y por células leucocitdrias de pacientes
portadores de tuberculose pulmonar (VT e RT) e individuos

normais, apos estimulo com PHA, PPD ¢ MT.

Entre as citocinas envolvidas na infecgio com o M. Tubericulosis:, o IFN-y
ocupa posi¢do de destaque principalmente no que diz respeito a aﬁ?vag;?io de células
do sistema monocitico-fagocitario. A importincia do envolvimenio do IFNy nos
mecanismos de protegdo contra infecgdes por bactérias intracelularés ¢ amplamente

descrita na literatura.

Baseados nestes dados, foram efetuados experimentos éno sentido de
verificarmos a produgdo de IFNy por linfocitos de pacientes; portadores de

Tubeculose pulmonar, nos grupos VT e RT e individuos rionnais quando
estimulados com PHA,PPD e MT. Foi quantificado IFN-y do éobrenadante de
cultura, nos trés grupos. ]

Na figura 8 estdo os resultados dos niveis de IFN-y produzidos por linfécitos
estimulados com PHA. Observou-se que o grupos de pacientes (VT e RT)
produziram niveis IFN-y ligeiramente superior os de individuos normais, todavia nio

foi possivel detectar significincia estatistica entre os grupos (p>0.03-).

Nio houve redugfo significativo da produgiio de IFN-y, ém nenhum dos
grupos estudados, quando as células foram estimuladas pelo antigeno especifico
PPD (p>0,05), (figura 9). :

A figura 10 apresenta os resuitados da produgio de TFN-y nds sobrenadantes
de cultura de células que foram estimuladas com MT. A produc;éo de IFN-y foi

sigmificativamente menor no grupo de pacentes quando se comparou individuos

normais (p=0,005) o mesmo se observou para os pacientes "virgens" ;(me,0001).
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Figura 9. Niveis de IFNy produzidos por linfocitos do sangucée periférico de
pacientes portadores de tuberculose pulmonar (virgens e re.ﬁ'atériosé ao tratamento)
¢ individuos normais estimulados com PPD. Os niveis de IFNy nofs sobrenadantes
de cultura foram quantificados pelo ensaio por ELISA de captlf:ra.. Resultados
expressos em picograma por mililitro (pg/ml). Grafico superi;m populagées;
gréfico inferior,valores médios.
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Figura 10. Niveis de IFNy produzidos por linfocitos do sangue periférico de
pacientes portadores de tuberculose pulmonar (virgens e refratérios ao tratamento)

¢ individuos normais estimulados com MT H37Ra. Os niveis de IFNy nos
sobrenadante de cultura foram quantificados pelo ensaio por ELISA de captura..
Resultados expressos em picograma por microlilitro (pg/ml). Gréfico superior
populagdes; grafico inferior, valores médios.




V- DISCUSSAO



As doengas cronicas causadas por parasitas intracelulares dependem da
relagio que o agente agressor mantém com o0 hospedeiro. A unumdade celular é o
brago da resposta imune mais eficiente no controle de parasitas mtracelulares como
o Mycobacterium tuberculosis. Fatha em um ou mais mecanismo dessa imunidade,
fatalmente leva & maior replicagdo do microrganismo, tornando se multo dificil o

controle, mesmo com as terapias estabelecidas.

No presente trabalho estudamos alguns pardmetros da resposta imune celular
de individuos portadores de Tuberculose pulmonar “virgens” € ?refratérios ao

tratamento, comparados aos de individuos normais.

A resposta imune-celular “in vivo” foi avaliada nos trés grupos de individuos,
através da realizagdo de testes cutdneos de leitura tardia. Individuos saudaveis, com
a resposta imune preservada respondem na ordem de 90 a 96% as ieveduras como
tricofitina e levedurina e & sensibilizagio cutdnea ao DNCB (MUSATTI et al,
1976). Verificamos que nos dois grupos de pacientes estudados a percentagem de
negatividade foi alta para os testes com antigenos derivados de léveduras. Com
relagdo 2 sensibilizagdo cutdnea ao DNCB, 62% dos pacientes RT apresentaram
resultados negativos, enquanto que o grupo de pacientes VT mos&trou moderada

supressdo da resposta imune celular, com 63% de positividade.

Os dois grupos de pacientes apresentaram alta porcentagefm de resposta
positiva ao PPD. Com relagdo & resposta ao PPD pelos individuos néormais embora
o grupo controle estudado seja muito pequeno, nossos dados estdo em acordo com a
literatura. Por um lado, temos individuos fracamente reativos, escolh:dos entre os
alunos da Universidade e por outro, individuos normais fortemente reativos,

caracterizando o grupo de funciondrios do HC- UNICAMP.

A correlagiio entre a hipersensibilidade ao PPD e a resposta iznune protetora
na Tuberculose pulmonar tem sido motivo de muitos estudos e mui;ta controveérsia.

Alguns autores tentam correlacionar o grau de resposta imune proteétora ao teste de



hipersensibilidade; o mantoux positivo também ndo indica a presenca de imunidade
protetora, no entanto, nossos dados mostram que esta correlagdo é no minimo
perigosa. Devido & imunizagdo em massa da populagio em nosso meio, 0S
individuos normais tendem a apresentar alta percentagem de positividade ao teste.
Devemos considerar ainda que uma certa percentagem de individuos com formas
graves da doenga apresentam anergia ao teste (LENZINI et al., 1977). O teste
positivo deve ser entendido, portanto, como indicador de infecglio prévia e ndo

necessariamente refletindo doenga.

A imunidade celular dos pacientes e grupo-controle foi avaliada também “in
vitro”. A ativagdo linfocitéria “in vitro”tem sido utilizada ha décadas para avaliar a

imunidade celular dos individuos (MUSATTI et al., 1976). A resposta proliferativa

de linfécitos reproduz os eventos que normalmente ocorrem “in vivo”, quando oS
linfécitos sensibilizados interagem com antigeno. Por medir a capacidade funcional
dos linfécitos é um teste de escolha, pois oferece mais informagéo que a mera

fenotipagem das sub-populagdes celulares.

A transformagdo blastica de linfocitos dos trés grupos de individuos foi
estudada, tanto em resposta a mitogeno inespecifico como aos antigenos especificos.
Pade-se observar que ha uma variagio muito grande na resposta individual tanto dos
pacientes como dos individuos normais. Essa variabilidade ¢ inerente a estudos
clinicos desta natureza, devido as diferengas entre os individuos, em termos de
gravidade e tempo de doenga, padrdo genético, nutricional, etc. Com relagiio ao
estimulo com PHA, mostramos que os dois grupos de pacientes apresentaram
resposta blastogénica suprimida, quando comparada ao grupo controle normal. A

resposta proliferativa do grupo de pacientes RT se mostrou mais deprimida que dos

grupo VT. Estes dados estfio coerentes com a clinica destes pacientes.

Quando se avaliou a resposta proliferativa de linfocitos dos pacientes frente

aos antigenos especificos como o derivado protéico purificado (PPD), verificou-se



que o grupo de pacientes RT apresentou resposta mgmﬁcatwamente aumentada
quando comparada ao grupo normal, enquanto ndo se observou diferenga
significativa entre o grupo de pacientes VT € 0s normais. Com relagao ao estimulo
com extrato bruto de M. tuberculosis (MT), o grupo de mdmduos normais
apresentou resposta significativamente maior que a dos pacientes VT ndo havendo
diferenga entre o grupo de pacientes RT € o individuos normais. Nossos dados
mostraram por um lado, depressdo da resposta imune global dos p;acmntes, e por
outro, relativo aumento da resposta aos antigenos especificos. 0 aumento da
resposta especifica observada principalmente no grupo de pacienteé RT, pode ser
explicada pela permanéncia do antigeno, diante da cronicidade f:ia doenga. Os

antigenos derivados de MT estdo entre os mais potentes mitogenos pafra os linfocitos

T, principalmente as células CD4. A presenga do antigeno no organismo mantém um
contingente maior de linfécitos sensibilizados circulantes; desta fof_rma, a0 serem
colocados em cultura, temos uma percentagem maior de linfc')citosé sensibilizados

respondendo aos antigenos “in vitro”.

Sdo dignos de nota os resultados apresentados pelos indifriduos normais -
quando em contato com antigenos derivados de MT. Observamos queé, a exemplo do
que ocorre para o teste de hipersensibilidade ao PPD os indi\?iduos normais
apresentam uma importante resposta proliferativa. Estes dados ndo concordam com
os obtidos por Johnson & McMurray 1994, que ndo obscrvaram resposta
blastogénica de linfocitos de individuos normais estimulados com PPD “in vitro”.
Como j& mencionamos, em nosso meio, provavelmente devido & vacinagdo em
massa e a maior prevaléncia da doenga, ¢ compreenssivel que os indi;viduos normais

apresentem células sensibilizadas. Resuitados semelhantes aos nossos foram obtidos
por Surcel e colaboradores em 1994, que néio observaram diferenca significativa, em
termos de proliferagéo, entre o grupo de pacientes com Tuberculose ¢ o individuos

normais, utilizando dois fragmentos antigénicos do PPD.



A composigdo antigénica do MT ¢ muito complexa. Uma série de trabalhos
vem demonstrando que diferentes antigenos estimulam diferentes populagdes
celulares, podendo resultar tanto na potencializaglo como na depressdo da resposta
imune. Trabathando no modelo de encefalomielite experimental auto-imune, 0$
autores demonstraram que na molécula da Proteina Basica de Mielina foi possivel
identificar epitopos que ativam a supressfio da resposta imune e consequentemente
protegiam os animais da doenga, enquanto outros determinantes ndo apresentavam
essa propriedade (MILLER et al,, 1993). Carbohidratos, glicolipideos € proteinas
componentes das micobactérias também podem atuar como importantés indutores de
imunossupressdo. Foi previamente descrita a existéncia do heteropolissacarideo

(LAM) constituinte da parede celular da micobactéria, que inibe de forma acentuada

a resposta proliferativa de linfocitos, associado ao aumento da produgdo de IL-10
(MORENO et al., 1988, BARNES et al., 1992). Em trabalho em andamento em
nosso laboratério demonstramos que a inoculagdo de 30ug/ml de MT, PPD ou
peptideo derivado de PPD leva a supressdo de resposta proliferativa de linfocitos de
camundongos SJL normais, associada a redugdo da severidade da encefalomielite

experimental auto-imune (DIAZ-BARDALES et al., 1996)

A imunossupressdo causada pelos monécitos tem importante papel na
depressdo da resposta imune observada nos pacientes portadores de tuberculose.
Pacientes com tuberculose normalmente apresentam uma relativa monocitose. Foi
previamente demonstrado o aumento de aproximadamente duas vezes o nimero de
mondcitos de pacientes, quando comparado aos individuos normais, utilizando-se o
método de coloragio da esterase. A resposta anérgica dos pacientes, identificada

pela baixa resposta proliferativa de linfocitos e deficiente produgo de IL-2, foi

parcialmente revertida pela deplegio dos mondcitos (FUITWARA et al., 1986).

Viérios estudos tém demonstrado que os antigenos derivados de MT exercem

seu efeito inibidor através da estimulagio de macréfagos, induzindo-os a



produzirem citocinas com efeito depressor da resposta ﬁnune Toossi €
colaboradores mostraram que a atividade de IL-2 de células de paczentes portadores
de tuberculose, estimuladas por PPD, estava 50 vezes menor que:. atividade em
individuos normais. A deplegio de monécitos do sangue peﬁféﬁco aumentou
parcialmente a atividade de IL-2 dos pacientes. A prostaglandina E2 produzida
pelas células do sistema fagocitico-monocitario, é conhecida pela proprledade de
inibir a resposta blastogénica de linfocitos (GOODWIN et al., 1978, SANTOS et al.
1990). No sentido de verificar se a supressdo da resposta de ]_mfécitcs, que
observamos nos pacientes com tuberculose pulmonar, era devida a aumento na
produgo de PGE2, as células foram cultivadas na presenca de indé’ometacina, um

bloqueador da via da ciclo-oxigenase do metabolismo do 4cido. araquidonico.

Verificamos que a adi¢fo de indometacina as células de alguns pacientes levava um
moderado aumento da resposta proliferativa, ndo revertendo éos niveis de
normalidade. Essas observag@es estdo em acordo com Apt e colaboradores em 1991
os quais observaram que os macréfagos alveolares de pacientes com fubercuiose séo
altamente supressores da resposta proliferativa de linfécitos e que suia supressdo era

em parte devida ao aumento da produgdo de PGE2, induzida pelo estii_nuio do PPD.

O fato de a resposta linfoproliferativa néio ser totalmente festaurada pela
indometacina indica que a supressio ndo especifica da resposta imuﬁe néo pode ser
atribuida somente ao aumento da sintese das prostaglandinas. duuas citocinas
produzidas tanto por macréfagos, como por linfécitos tambem estﬁé envolvidas na
regulaglio negativa da imunidade. O TGF-B faz parte de um famiiia de citocinas
conhecida pela aglo pré e anti-inflamat6ria. O TGF- ¢ produzido p;or linfécitos T,
B, macrofagos, plaquetas, célula epiteliais etc (ASSOIAN et al., 1957; MILLER et
al, 1992). A depressio da resposta blastogénica de linfécitos ¢ um dos principais
efeitos anti-inflamat6rios do TGF-B (KEHRL et al., 1991 ). A particépaqﬁo do TGF-

B na supressdo da resposta proliferativa de linfécitos dos pacientes foi investigada.



Verificamos que houve aumento significativo da produgiio de TGF-P pela células
dos pacientes do grupo refratério ao tratamento, enquanto o grupo “virgens” de
tratamento apresentou niveis comparaveis ao controle normal. Observou-se que até
as células ndo estimuladas pelos antigenos ou mitégenos também secretaram altos
niveis de TGF-B. Esses dados podem ser explicados pela natureza da molécula de
TGF-B, que pode ser encontrada na forma ativa ou latente, sendo que a forma latente
pode ser ativada por uma série de mecanismos; apenas as moléculas ativadas tem
fungdo biologica. Para a quantificagdo em ensaios imuno-enzimaticos € necessario
que se faga uma acidificagdo prévia da molécula de TGF-B, um vez que somente a
forma ativa tem a propriedade de se ligar aos anticorpos (LUCAS et al.,, 1990).
Assim, os niveis altos de TGF- observados na auséncia de estimulos podem ser
entendidos como a ativagio da molécula que normalmente existe na forma latente.
Nossos dados estio em acordo com TOOSSI et al., 1995 ¢ BERMUDEZ, 1993 que
mostraram aumento da produgdo de TGF-B por mondcitos do sangue periférico de
pacientes portadores de tuberculose pulmonar, quando essas células foram
estimuladas com PPD. O aumento da produgiio de TGF-B, inclusive inibindo o
efeito microbicida dos macréfagos, foi descrito em outras infecgdes por parasitas
intracelulares com Leishmaniose ( BARRAL-NETO et al., 1994) ¢ Trypanosoma
cruzi (SILVA et al,, 1991).

Paralelamente ao efeito anti-inflamatério, ndio se pode ignorar o efeito pro-
inflamatério do TGF-B, a formagdo do granuloma constitui wm importante
mecanismo de defesa, onde o organismo tenta confinar a micobactéria. Normalmente
observa-se a formagdo de fibrose ao redor da éarea central de necrose mnos
granulomas. Embora os mecanismos envolvidos na formagao dessa estrutura néo
sejam totalmente conhecidos, acredita-se que a formagéo da matriz do granuloma

tem por base uma é&rea fibrética. Viérias citocinas estdo envolvidas na fibrose

pulmonar, inclusive o TGF-B. O aumento da produgdo local de TGF-p esta



associado ao desenvolvimento de varios tipos de fibrose pulmonar (MIL et al.
1989; TOOSSI et al., 1995); essas observagdes mostrou que, de forfma indireta, o
TGF-B também estd atuando na defesa do organismo contra a infecgdo por

M. Tuberculosis.

Com relagdo & participagdo de citocinas produzidas pelos linfécéitos T, sabe-se
que os linfcitos exibem uma dicotomia com relagio ao padrdo de citocinas, similar
ao descrito para os murinos (ROMAGNANI et al, 1996). O padrﬁo de citocinas
produzido pelos linfocitos T correlaciona-se com a manifestagio clirﬁca de certas
infecgdes. Infecgbes com helmintos expressam preferencialmente o padrdo de
citocinas produzidas pelos linfécitos Th2, ou seja, maior produgao de IL-4 ¢ IL-5,
sendo que a IL-4 tem a capacidade de estimular a produg@o de IgE enquanto IL-5
promove 0 crescimento e diferenciagdo dos eosindfilos. Por outro élado, parasitas
intracelulares parecem estimular a produgéo de citocinas com o pa&éo Thl. Muitos
se tem escrito sobre a capacidade do IFN-y atuar sobre macrofagos estimulando a
atividade antimicobacteriana, provavelmente através do aumento de produgdo do
peroxido de hidrogénio e dos metabolitos do oxido m’ﬁ‘icio(FLESCH &
KAUFMANN, 1991; CHAN et al.; 1992). Camundongos que tiveram o gene para
IFN-y inativado, nfio sdo capazes de controlar a infecgdo por Mbovis e sdo
normalmente mortos por uma dose sub-letal da micobactéria (DALTON et al.; 1993;
KAMIJO et al., 1993). Pacientes portadores de Lepra lepromatoscf tratados com
IFN-y tinham a capacidade de reduzir o niimero de bacilos (NATHAN et al., 1986).
Por outro lado, a capacidade de o IFN-y aumentar a atividade gmicrobicida de
macrofagos “in  vitro” em humanos, continua questionavel. Alguns autores
trabalthando com o IFN-y recombinante humano, ndo foram capazté':s de mostrar a
capacidade de inibir a replicagdo da bactéria, quando os maéréfagos foram

estimulados com diferentes concentragdes de IFN-y ¢ inclusive observaram que,

quando as concentragdes da citocina eram mais elevadas, havia um aumento da



multiplicagdo intracelular das micobactérias. Levando-se em consideragiio que a
produgdio de IFN-y esta aumentada no local da infecgdo, os autores propde que a
participagio do IFN-y nas reagdes de hipersensibilidade também devem ser

considerada. (DOUVAS et al,, 1985; SHIRATSUCHI et al., 1990).

Del Prete ¢ colaboradores, trabalhando com clones de células T CD4+,
estimulados por MT, “in vitro” mostraram que as células propagadas pertenciam ao
padrio Thl, ou seja, produziam altas concentragdes de IFNy e baixa quantidade de
IL-4 e IL-5 ( DEL PRETE et al, 1991; HAANEN et al., 1991). Outros autores
concordam, mostrando também que na reagio de hipersensibilidade local ao PPD,
_ encontrou-se maior expressdo de mRNA para citocinas do tipo Thl que as Th2
(TSICOPOULOS et al., 1992). Por outro lado, outros laboratérios ndo observaram a
polarizago na produgdo de citocinas com clones estimulados com MT (BOOM et
al., 1991; BARNES et al., 1993). Nossos dados mostram que niio houve diferenca
significativa, em termos de produgdo de IFN-y entre os trés grupos de individuos
estudados , quando as células foram estimuladas por PHA e PPD. Por outro lado,
observamos acentuada depressdo da produgdo de IFNy, quando se utilizou o extrato
de MT. Tanto o mitdgeno policlonal como o PPD sdo potentes estimuladores das
células T. Como mostramos nas tabelas de proliferagdo, houve depressdo da resposta
blastogénica dos linfocitos dos pacientes quando os mesmos foram comparados ao
grupo de individuos normais, no entanto, uma importante resposta proliferativa ainda
foi observada, que justificaria a produgfo de IFN-y nos trés grupos estudados.
Chamamos a ateng¢do , no entanto, que ndo estamos trabalhando com linfocitos CD4
purificados e que a maioria dos trabalhos mencionados utilizaram clones celulares.

Embora a participagdo das células NK n#o seja muito relevante em doengas crbnicas

como a tuberculose ¢ a participagdo das células CD8, como produtora de IFNy,
também ndo esteja muito estudada nesta doenga, ndo podemos menosprezar a
participagdo dessas populagdes celulares (WASSENAAR et al.,1996).



A supressio da produgdo IFNy pelos linfécitos estimulados com MT pode ser
explicada, pela complexidade do antigeno. Como ja foi mencionado, antlgeno muito
complexo pode conter determinantes que estimulam preferencxalmente a produgdo
de citocinas com fungdo supressora da produgdo de IFNy no grupo de pa(:lentes Foi
possivel detectar “ in vitro” a produgdio elevada de TGFB, de pac1entes com
tuberculose RT. O TGFP sabidamente regula negativamente os eféitos do IFNy.
Alguns autores mostraram, nos diferentes modelos de infecgéd de parasitas
intracelulares, que a produgdio aumentada de TGF-B por macrofagos devido a
propria infecgdo, inibia fanto a produgdo como a fungéo estzmuladora de IFN-y
(SILVA et al., 1991, BERMUDEZ et al., 1993) 5

Nosso estudo, portanto, ¢ extremamente relevante no sentido de entender os
mecanismos envolvidos na resposta imune deficiente dos pacientesé portadores de
Tuberculose pulmonar. A escolha dos dois grupos de pacientes foi mﬁitc pertinente,
pois de um lado estudamos individuos com infecgéo relativamenéte recente ¢ a
resposta imune ainda preservada, de outro, pacientes incapazes de controlar a
infecgdo, agravada ainda pelo desenvolvimento da resisténciia as drogas,
normalmente utilizadas para inibir a replicagio das micobactérias. Mostramos que
nos dois grupos a imunidade celular encontra-se diminuida, sendo essa supressio
mais acentuada no grupo de individuos refratdrios ac tratamento. Derﬁonstramos que
a imunidade celular deficiente estd associada a estimulagdo de clojnes especificos
para os antigenos micobacterianos, que por sua vez estimuiamé a produgdo e

liberagdo de fatores supressores da resposta imune.
Acreditamos que a relevincia maior deste estudo estd no faté) de alertarmos
para a importdncia da pesquisa bésica no entendimento da tuberculose no Brasil.

Nosso trabalho deixa a informagdo que pacientes virgens de tratamento ja

apresentam comprometimento da resposta imune. Devido & exiguiélade do tempo,



ndo foi possivel acompanhar a imunidade dos pacientes virgens de tratamento, de

forma longitudinal.

A literatura mostra que pelo menos 30% dos individuos portadores de
tuberculose desenvolve resisténcia s drogas, seria, portanto _extremamente
interessante acompanhar a imunidade deste grupo de doentes no sentido de
eventualmente interferir terapeuticamente e poder auxiliar no tratamento. Nosso
estudo, portanto, mostra a importancia do desenvolvimento de trabalhos cientificos
em colaboragio entre a clinica e as ciéncias basicas no sentido de beneficiar o ser

humano.



VI-CONCLUSAO



Os dados apresentados permitém concluir que:

Pacientes com tuberculose pulmonar “virgens” e refratarios ao tratamento
apresentam a imunidade celular compromentida, sendo esta deficiéncia mais

acentuada nos pacientes refratarios ao tratarmento.

Pacientes RT apresentam resposta proliferativa de linfocitos aumentada quando

estimulados com PPD e normal em resposta ao MT.

Parte da supressdo observada na resposta proliferativa de linfécitos dos

pacientes RT se deve a produgo de PGE2.

A producéio de TGF- se encontra aumentada no grupo de pacientes portadores
de Tuberculose pulmonar RT, enquanto estd normal nos individuos * virgens”

de tratamento.

A produgBo de IFN-y tende ser maior nos pacientes RT, quando as células

foram estimulados por PHA e PPD.
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VIII - APENDICE



Quadro Ia. Caracterizagio do grupo de pacientes portadores de tuberculose

pulmonar virgens de tratamento € refratarios ao tratamento, quanto a 1dent1ﬁcaqao

idade e sexo.

Virgens de Tratamento Refratarios ao Tratamento
N’ Identificacdo Idade Sexo N°  Identificagio Idade Sexo
1 MSS 26 M 1 EGF 38 M
2 CS 43 F 2 RMFS 35 F
3 RF 23 F 3 AFS 46 M
4 FBSJ 21 M 4 DBLD 39 F
5 CDS 33 M 5 RC 61 M
6 MBP 23 F 6 DFR 33 F
7 DBP 24 M 7 DGD 32 F
8 MPS 40 F 8 IRS 38 M
9 RCS 35 F 9 EDS 21 M
10 MBC 25 M 10 RES 32 M
11 CS 36 M 11 MALF 38 M
12 LCS 28 M 12 RRR 25 F
13 LCD 28 F 13 NMD 55 M
14 LCRM 20 M 14 AS 63 M
15 JDC 3 F 15 EMS 35 M
16 CMO 36 F 16 AMM 43 M
17 MSS 18 F 17 MAFL 36 F
18 AS 31 M 18 AF 65 M
19 GAP 27 F 19 LCG 37 M
20 ACC 22 F 20 AJ 32 M
21 JRR 28 M 21 GD 70 M
22 ISC 52 M 22  SMO 25 F
23 CMIS 21 F 23 SCM 21 F
24 LRS 26 M 24 JCC 37 M
25 JCG 23 F 25 Jp 26 M
26 WBN 38 M 26 DON 26 M
27 JABM 39 M 27 LCC 38 M
28 BAC 36 M 28 JMB 43 F
29 SSC 22 F
30 GIS 21 M
31 ES 20 F
32 JRL 24 F
33 VSL 42 F
34 ICLS 45 M
35 F

SOS 22




Quadro Ib. Caracterizagdo do grupo de individuos normais quanto & identificagdo,
idade e sexo.

N° Identificagio  Idade Sexo
1 PMVZ 25 F
2 MFBS 20 F
3 SRV 25 F
4 IRC 21 F
5 EB 21 F
6 ARF 25 F
7 AMA 34 F
8 RG 39 M
9 AZC 36 F
10 DMR 23 F
11 ANB 24 M
12 SB 21 M
13 SMO 25 F
14 BSR 24 F

Tabela Ia. Testes cutdneos de leitura tardia realizados em pacientes portadores de
tuberculose pulmonar “virgens “ de tratamento. Resultados expressos em mm.

Sensibilizagdo a0 DNCB: Resultado negativo (neg) ou positivo (+). |

Paciente Candidina Tricofitina PPD DNCB
MSS 4 4 12 neg
CS 4 4 13 +
RF neg 1 12 neg
FBSJ 10 neg 12 neg
CDS 3 neg 12 NC
MBP neg neg 17 +
DBP 3 3 17 +
MPS neg neg 18 +
RCS 14 2 15 +
MBC 5 8 15 +
CS NC NC 5 NC
LCJ NC NC 14 NC

NC= nfio compareceu NR= néo realizado



Tabela Ib. Testes cutdneos de leitura tardia realizados em pacientes portadores de
tuberculose pulmonar refratiria ao tratamento. Resultados expressos em mm.

Sensibilizagio a0 DNCB: Resultado negativo (neg) ou positivo (+).

Pacientes Candidina Tricofitina PPD DNCB

1 EGF 6 neg 16 : neg
2 RMFS neg neg NR neg
3 AFS neg 4 14 j neg
4 DBLD 2 4 14 i +
5RC neg neg 16 : neg
6 DFR neg neg 14 +

7 DGD neg neg 17 neg
8 IRS 3 neg 18 : neg
9EDS neg neg 9 | NC
10 RES 3 neg 9 5 neg
11MALF 6 neg 18 Z neg
12 RRR NR NR 12 NR
13 NMD 18 5 12 +
14 AS 10 2 10 +
15 EMS 10 8 20 neg
16 AMM 12 2 2 +
17 MAFL neg neg 20 NR
i8 AF 3 6 22 +
19 LCG NR NR NR NR
20 Al 5 neg 5 : neg

NC= ndo compareceu NR= ndo realizado



Quadro II. Caracterizagio dos pacientes portadores de tuberculose “virgens™ e

refratdrios ao tratamento quanto & baciloscopia, cultura, teste anti-HIV

“Virgens” Refratarios
N’ BK HIV cultura N° BK HIV cultura
1 + - - 1 + neg M.tuberculosis
2 + neg - 2 + neg M.tuberculosis
3 + neg - 3 + neg Mtuberculosis
4 + neg - 4 + neg M.tuberculosis
5 + neg - 5 + neg M.tuberculosis
6 + neg - 6 + - M.tuberculosis
7 + neg - 7 + neg M.tuberculosis
8 + neg - 8 + neg M.tuberculosis
9 + neg - 9 + - M .tuberculosis
10 + - . 10 + neg M.tuberculosis
11+ - - 11+ neg M.tuberculosis
12+ - - 12+ neg Mtuberculosis
13 + - - 13 + - -
14 neg neg - 14 + - Mtuberculosis
15 + neg - 15 -+ neg -
16 + neg - 16 neg - Mycobac sp
17+ neg - 17 neg neg Mituberculosis
18 + neg - 8 + neg Mtuberculosis
19 + neg - 19 + - Mtuberculosis
20 + neg - 20 + neg Mtuberculosis
21+ neg - 21+ neg Mtuberculosis
22+ neg - 22 + neg Mtuberculosis
23+ neg - 23 + neg neg
24 + neg - 24 + - -
25+ neg - 25+ neg Mtuberculosis
26 + - - 26+ - Mtuberculosis
27+ - - 27+ neg -
28 +  neg - 28 +  neg Mtuberculosis
29+ neg Mtuberculosis
30 + neg Mtuberculosis
31 +  neg -
32+ neg Mituberculosis
33+ - Mtuberculosis
34+ neg M.tuberculosis
35+ - ‘M tuberculosis




Quadro I11, Caracterizagéo dos pacientes portadores de tuberculose pulmonar

refratarios quanto'a tempo aproximado de doenga.

Tempo de atividade da doenga

Identificagfo tempo
1 3 anos
2 6 anos
3 6 anos
4 9 anos
5 7 anos
6 3 anos
7 5 anos
8 4 anos
9 4 anos
10 10 anos
11 8 anos
12 10 anos
13 12 anos
14 4 anos
15 -

16 3 anos
17 6 anos
18 235 anos

Identificagdo
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

33

34

35

tempo
4 anos
8 anos
40 anos
2 anos
3 anos
12 anos
4 anos
2 anos
2 anos
4 anos
3 anos
3 anos
4 anos
3 anos

5 anos

6 anos

2 anos
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Quadro IV. Resultado do antibiograma de paciente refratarios
N® PZA INH EMB RMP ST ETH PAS KANA CICLOOFXRTcl

R
R

0020t RWN -
AR AR
AN BAIARX
o

A &

9

16

11 R
12 -
13 sensivel todas as drogas

14 NR
15 -
16 NR
17 NR
18 NR
19 R
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22 R
23
24 -
25 R
26

27 -
28

29 R
30

31

32

33 R
34

35
PZA-Pirazinamida, INH-Isoniazida, EMB-Etambutol, RMP-Rifampicina, ST-
Estreptomicina, ETH-Etionamida, PAS-Acido para-amino salicilico, KANA-
Kanamicina, Ciclo-Ciclosserina, Ofx-Ofloxacin, R-Rifambutina, CL-Clofazimicil,
T-Tiosemicarbazona.
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Tabela II1. Resposta proliferativa de linfocitos do sangue periférico de pacientes
portadores de tuberculose pulmonar (“virgens” e refratarios ao tratamento) e
individuos mnormais estimulados por PHA (50 pg/ml). Resultados expressos em

contagens por minuto (cpm)

s/est. VT s/est. RT s/est. N
1 728 34963 178 4161 2037 74529
2 452 31921 225 25763 894 36726
3 272 38977 871 18420 807 42614
4 477 65826 645 8786 946 74461
5 578 80244 645 20398 1779 60278
6 225 27300 469 14410 1895 104677
7 275 60610 517 14996 3579 142007
8 319 65226 730 37531 727 74450
9 439 42580 346 34718 502 46588
10 1079 45009 546 44956 462 98033
11 823 10311 485 30259 786 82046
12 88 27052 3975 39122 1355 64525
13 957 54121 1034 173722
14 914 141913 5244 835682
15 229 11279
16 580 13385
17 696 24764
18 540 21841
19 162 26689
20 366 50040
21 259 12217
22 285 21168
23 134 10478
24 238 12354

Média 479.5  44168.2 624.6 28907.0

—

581.9 82731.2

Dp+ 270.7  19306.7 738.2 27013.5 293.6 36431.9

—




Tabela IV. Resposta proliferativa de linfocitos do sangue périférico de
pacientes portadores de tuberculose pulmonar (virgens e reat{u'ios ao
tratamento) e de individuos normais estimulados com PPD (50 pg/mi).

Resultados expressos em contagens por minuto (cpm).

s/est. VT s/est. RT s/ést. N

1 1782 2763 178 7939 1350 2510
2 452 825 287 9864 1760 3114
3 272 1416 1362 25250 240 1025
4 335 754 666 9135 867 2382
5 578 1623 1078 12476 168 539
6 812 4656 1238 19406 3153 15617
7 960 6879 1093 16261 831 7633
8 420 5155 346 36625 792 4714
2] 381 9233 546 20134 1183 15927
10 986 2797 112 22980 3115 31296
11 421 7615 209 16623 1293 22083
12 329 23500 341 2403 1639 3738
13 1864 4468 361 5581
14 914 6469 179 1537
15 462 2717 é

16 580 2147

17 497 10563

18 472 9771

19 162 3591

20 366 27718

21 259 8576

22 285 5800

23 134 3528

24 238 7270

Média 644  5601.3 570.3 121547 1 259.3 8407.5

Dp+ 4166 6027 447 8953 9321 8970



Tabela V. Resposta proliferativa de linfocitos do sangue periférico de pacientes
portadores de tuberculose pulmonar (“virgens” e refratarios aoé tratamento) €
individuos normais estimulados por MT H37Ra 50 pg/ml. Resultados EXPressos em

contagens por minutos (cpm).

s/est. VT s/est. RT slést. N

1 1782 3008 178 6499 1356 4579
2 452 735 287 10659 1760 4805
3 272 1414 1362 16579 240 1193
4 335 965 666 2729 867 3198
5 578 822 1078 5985 367 2133
6 812 9359 1238 9431 3153 22138
7 960 7065 1093 11277 831 13554
8 319 2184 346 45162 792 5513
9 381 4139 546 10147 1183 21930

10 986 2880 118 12821 3115 40356

11 421 4312 208 6410 1293 34121
12 329 9349 632 3667 1639 6722
13 1864 6722 597 5692
14 914 6017 179 2387
15 462 3323

16 580 2475

17 497 4849

18 472 10345

19 164 735

20 765 22344

21 259 7789

22 285 4185

23 134 2308

24 238 4872

Média 6355 38526 5994 90554 12408 120229
Dpt 4221 30107 4433 89435 9036 12241




Tabela VI. Resposta proliferativa de linfocitos do sangue periférico de pacientes

portadores de tuberculose refratéria estimulados por PHA,PPD e MT H37Ra. Testados

com indometacina (IM). Resultados expressos em (cpm).

PHA PHA-IM PPD PPD-IM MT MT-IM s/est.
10331 15812 7512 6505 4312 4056 421
27052 27280 21991 21050 6530 4901 393
12244 22551 18752 20836 10659 14000 287
18420 16855 22554 23933 15709 19344 1362

6711 8786 9135 2790 2729 5386 666
14636 20398 12476 14685 585 11030 1078
14410 14068 19406 13287 9431 12841 1238
14996 13489 16261 15799 11277 14409 1093
24764 45086 10563 14383 2407 4849 497
21841 18112 9771 11819 9085 10097 472
37531 39110 36625 45550 45162 48396 346
21283 24942 20134 20079 7496 9559 546
39673 38571 9224 16737 12821 13180 209
30259 30254 16623 19612 6410 9135 485
26689 38854 3591 11804 735 2058 164
27904 36457 22588 18950 22344 36698 765
12217 16804 8576 9897 7786 6499 259
21168 24692 5800 4185 4185 4245 285

9425 10478 3528 3528 2308 2282 134

6493 12354 7270 7161 4872 31569 238

Média 19902.3 23747.6 14119 15179 9612.6 11806.2 546.9
Dpt 9375.7 10698.7 8075.7 9325.7 9564.8 113769  362.0




Tabela VII Secregio de TGFP por linfécitos do sngue periférico de pacientes
portador de tuberculose pulmonar “virgens” de tratamento estimulados com
PHA,PPD ¢ MT. Resultados expressos em nanograma /ml.

s/est. PPD MT | PHA
0.35 0.23 0.37 0.29
1.98 1.42 1.25 1.03
0.57 0.64 0.73 0.56
1 0.69 0.79 0.66
1.03 1.02 1.27 0.58
1.22 1.76 0.82 0.63
1 1.34 0.68 2.5
1.12 0.9 1.35 0.08
2.18 2.88 26 2.16
2.16 1.74 1.53 2.22
1.4 1.09 0.79 1.16
1.07 1.04 1.64 1.44
0.16 0.18 0.19 04
0.23 0.28 0.23 0.2
0.55 1.18 1.85 0.72
0.33 0.23 03 0.28
0.3 0.33 03 3.59
0.26 0.21 0.46 0.24
0.3 0.34 0.31 0.2
Média  0.90 0.92 0.91 0.99

Dp+ 0.64 0.68 0.64 0.94




Tabela VIII - Secrecdio de TGFB por linfocitos do sangue periférico de pacientes

portador de tuberculose pulmonar refratarios ao tratamento estimulados com PHA,

PPD ¢ MT. Resultados expressos em nanograma /ml.

s/est. PPD MT PHA
0.7¢9 0.65 1.15 1.11
0.21 0.28 0.26 0.18
1.52 1.61 1.95 1.43
1.05 1.04 1.29 1.12
1.4 1.5 0.71 0.78
2.92 2.99 3.79 2.1
3.63 3.56 3.62 3.84
1.49 1.36 1.48 1.23
1.18 1.26 0.81 1.16
0.88 0.42 0.43 0.41
0.25 0.2 0.21 0.28
1.74 2.98 3.62 3.47
0.69 0.51 1.4 0.7
0.47 0.55 0.43 0.35
0.42 1.8 0.57 0.43
1.01 0.43 0.7 0.84
0.71 0.81 0.57 0.28
0.44 0.32 0.28 0.24
0.7 0.78 0.7 0.53
0.32 0.46 0.34 0.18
0.76 0.58 0.77 0.84
0.98 3.7 1.4 2.14
1.33 1.16 1.5 1.23
416 3.23 58 1.87
1.24 3.06 1.16 1.58
1.31 0.88 1.59 6.3
1.77 2.12 1.29
1.16 1.82 2.06
1.8 1.92 5.31
Média 1.23 1.42 1.43 1.5
Dp+ 0.94 1.06 1.26 1.50




Tabela IX - Secregdio de TGFB por linfécitos do sangue periféric? de individuos
normais, estimulados com PHA, PPD e MT. Resultados expressos em nanograma

/ml.

s/est, PPD MT PHA

1.19 0.53 0.53 0.51
0.29 0.42 0.5 | 0.64
0.24 0.35 0.37 0.39
0.59 0.64 0.32 | 0.52
0.21 0.25 0.33 ? 0.27
0.82 2.77 0.81 1.05
0.75 1.28 0.61 | 0.61
1.54 1.04 0.77 | 1.42
0.99 0.7 0.7 | 1.28
0.76 1.28 0.82 | 0.51
0.5 0.5 1.55 | 0.5
0.33 0.36 0.7 3 0.28
0.93 0.72 0.65 | 2.22
Média 0.70 0.83 0.66 0.78

Dpx 0.38 0.64 0.30 : 0.54



Tabela X. Produgdo de IFNy por linfocitos do sangue perifédé:o de pacientes
portadores de tuberculose pulmonar refratarios ao tratamento estimzilados com PPD,

MT H37Ra e PHA. Resultados expressos em picograma /ml

PPD MT PHA
70 340 "0
350 590 120
70 150 170
500 320 80
180 180 10
300 200 11880
862 680 932
760 1150 12038
350 750 260
520 | 890 1610
280 360 410
220 0 550
1120 450 0
200 0 0
30 0 120
3650 0 100
450 240 390
190 600 950
170 50 710
320 320 1020
Média 5296 363,5 566,5

Dp+ 765,6 317,2 630,0



Tabela XI, Produg3o de IFNy por linfocitos do sangue pcﬁfériéco de pacientes
portadores de tuberculose pulmonar “virgens” ao tratamento estimxilados com PPD,
MT H37Ra e PHA. Resultados expressos em picograma /ml

PPD MT PHA
330 200 560
150 50 1590
400 420 710
210 80 460
300 140 350
160 10 520
260 140 340
470 160 3900
190 0 1820
220 120 510
240 340 490
0 9 600
0 138 590
220 0 260
0 340 390
230 550 530
220 320 640
2460 1040 1890
140 0 140
130 100 720
Média 316,5 207,85 850,5

Dp+  505,7 2436 847,0



Tabela XII. Produgo de IFNy por linfécitos do sangue periféric;o de individuos
normais estimulados com PPD, MT H37Ra ¢ PHA. Resultadofs EXpressos em

picograma/ml.

PPD MT - PHA

470 730 - 550

250 510 - 220

360 940 - 260

290 730 - 380

330 850 350

410 850 - 740

920 1140 470

410 460 410

730 540 - 80

0 430 - 570

Média 417 718 403

Dp+ 241,37 220,67 181 44




