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RESUMO

Avaliaram-se in vitro as respostas das citocinas
Tipo 1 e Tipo 2 de dadores portugueses saudaveis
vacinados a nascen¢a com BCG, com Mantoux
positivo (induracio 2 5 mm) e de doentes com
tuberculose pulmonar (TP). Foi efectuado o estudo
por ELISA da producio de IFN-y e IL-5 por Célu-
las Mononucleares do Sangue Periférico (CMSP)
dos dadores apos estimulacao com M. tuberculosis e
antigénio soliivel PPD. Foi confirmada a presenca
intracelular de IFN-y e de IL- 4 em subpopulacées
de células T por analise multiparamétrica, em
citometria de fluxo. As CMSP dos doentes com
tuberculose estimuladas com PPD e M. tuberculosis
demonstraram uma diminuicio na producio de
IFN-y sem aumento da producio de IL-5 em
resposta ao painel de antigénios. Nos doentes com
tuberculose observou-se uma frequéncia diminuida
de IFN-y intracelular nas células T CD4+ e CD8+,
em comparacio com 0s grupos controlos. Apos
estimulacao das CMSP com M. tuberculosis, os
doentes demonstraram um aumento médio de IL-4
intracelular no fené6tipo T CD4+, mais evidente na
subpopulagdo T CD8+. O aumento da secrecio de
IL-4 nos doentes com tuberculose verificou-se
sobretudo nos individuos em estado avancado da
doenca. Os resultados obtidos por Citometria de
Fluxo contradizem de alguma forma os obtidos por
ELISA. A secrecio de IL-4 intracelular representa
uma medida mais sensivel da producio de citocinas
tipo 2 do que a quantificacio de IL-5 por técnicas
de ELISA. Estes novos resultados sugerem que
pode ocorrer uma mudanca de T 1 para T 2 em
doentes com tuberculose em estado avancado.
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ABSTRACT

In vitro Type 1 and Type 2 cytokine responses
were assessed in healthy Portuguese donors who
were BGC vaccinated at birth and Mantoux
positive (induration 52 mm) and pulmonary
tuberculosis patients (TB). We evaluated the
production of IFN-y and IL-S, after PBMC from
donors were stimulated with live M. tuberculosis
H37Rv and the soluble antigen PPD, by standard
ELISA techniques. These studies were extended to
confirm intracellular presence of IFN-y and IL-4 in
specific T cell subsets by multi-parameter flow
cytometry. PBMC from tuberculosis patients
demonstrated significantly reduced amounts of
IFN-y when stimulated with PPD and M.
tuberculosis, with no increase in IL-5 production
towards all the antigens, when compared to the
control group. Intracellular staining for IFN-y in
tuberculosis patients showed reduced frequencies of
CD4+ and CD8+ T cell intracellular IFN-y in
comparison to healthy subjects. Tuberculosis pati-
ents demonstrated a mean increase of intracellular
IL-4 after PBMC were stimulated with M.
tuberculosis in the CD4+ phenotype, but more
notably in the CD8+ subset. The increased secretion
of IL-4 in tuberculosis patients was primarily in
individuals with an advanced clinical form of the
disease. Interestingly the findings using flow
cytometry techniques somewhat contradicts the
results obtained by ELISA. Intracellular IL-4
secretion is therefore a more sensitive measure of
Type 2 cytokine production than quantitation of
IL-5 by ELISA. These results suggest that a type 1
switch to a type 2 can occur, in patients with
tuberculosis in an advanced stage.
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Key-words: Cellular Immunity, Pulmonary tuberculo-
sis, Type 1 and Type 2 Cytokine responses.
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INTRODUCAO

A dicotomia da produgdo de citocinas Tipo 1 e
Tipo 2 tem sido descrita em diversas infec¢des, como
um tipo de resposta conferindo protec¢io e outro
estando associado a doenga'. As células Tipo 1
produzem IL-2, IFN-y e linfotoxina além de outras
citocinas, enquanto as células Tipo 2 produzem IL-4,
IL-5, IL-6, e outras citocinas mas nao produzem IL-2
ou IFN-y 2. Tem sido descrito que as células T huma-
nas reactivas ao M. tuberculosis produzem uma
extensa variedade de citocinas, incluindo IFN-y, IL-
2, 1L-4, IL-5 e IL-10 °. Estudos demonstraram que
depois das CMSP dos doentes com tuberculose
serem estimuladas com M. tuberculosis, o IFN-y
diminui, ndo havendo contudo um aumento sistémico
de IL-4 ou no local da infec¢do ou em reacgdo a
tuberculina, quando comparado com dadores
saudaveis’. No entanto, estudos mais recentes
demonstraram que quando as CMSP de pacientes
com tuberculose eram estimuladas com M.
H37Ra, as T CD8&+
demonstravam um aumento da producio de IL-4°.
Estes resultados contraditdorios podem ser devidos a
métodos experimentais diferentes, efeitos das condi-
¢oes da cultura in vitro e com maior probabilidade
podem reflectir diferencas no estadio da doenca e a
patologia pulmonar dos doentes com tuberculose.

As células T podem produzir citocinas, as quais
podem causar a activagao de macrofagos, resultando
na morte intracelular de micobactéria ou na imunosu-
pressdo das respostas imunitarias protectoras. Os
individuos com determinado receptor para o IFN-y
(IFN-yR1) devido a uma deficiéncia na mutagdo da
cadeia de ligacdo de alta afinidade deste receptor
demonstram uma maior susceptibilidade a infec¢des
micobacteriais fatais®. Os doentes com doenga granu-
lomatosa cronica demonstraram uma incidéncia
reduzida de infec¢des bacterianas quando foi
administrado IFN-y, embora a estimulagdo de
fagocitos in vitro nao tenha demonstrado aumento

tuberculosis células

dos efeitos antibacterianos’. Estes resultados
sugerem que as células Tipo 1 desempenham um
papel importante nas  defesas  humanas

antimicobacterianas. As células Tipo 2 produzem IL-
4 a qual tem a capacidade de inibir a resposta

imunitaria através da desactivagio de macréfagos® e
através da diminuicao da expressdao do receptor da
IL-2 reduzindo assim a proliferagio de células T°.
Um balanco critico entre a inibi¢do e a estimulacdo
da producao de citocinas pode ser importante no
ambiente local, para promover um claro efeito
antibacteriano. No entanto, no caso da tuberculose,
pode ocorrer um desiquilibrio no perfil das citocinas
Tipo 1 ou Tipo 2 conduzindo a imunosupressao e a
doenga.

A maioria dos dados ndo suporta mudanga de
Tipo 1 para Tipo 2 nas infec¢es tuberculosas™'*'"'2,
embora esses estudos tenham sido geograficamente
localizados em paises com baixa incidéncia dessa
mesma infec¢do. Por sua vez, os dados que suportam
um desvio de Tipo 1 para Tipo 2 provém de paises
endémicos para a doenga™".

Neste estudo foi nosso objectivo avaliar as
respostas das citocinas Tipo 1 e Tipo 2 nas CMSP de
doentes infectados com tuberculose pulmonar, e de
dadores saudéveis vacinados com BCG, apds a
estimulacdo com derivado de proteina purificada
(PPD) e com Mycobacterium tuberculosis virulento.
O estudo presente demonstra que em comparagdo
com as CMSP dos dadores saudaveis, as CMSP dos
doentes com tuberculose quando sdo estimuladas
com M. tuberculosis mostram uma reduc¢do da
secrecao de IFN-y. Estes estudos confirmam que,
quando se utilizam técnicas de ELISA, as células de
doentes com tuberculose ndo demonstram diferenga
significativa quando comparadas com as de dadores
saudaveis no que diz respeito a producdo de IL-5. No
entanto, utilizando técnicas de citometria de fluxo
verificou-se um aumento intracelular de IL-4 nos
doentes com tuberculose em estado avancado da
doenga, sendo este aumento mais significativo nas
c¢lulas T CD8+. Embora possa ocorrer reducio na
produgdo de citocinas Tipo 1 na auséncia de uma
mudanga completa para a activagdo Tipo 2,
apresentamos dados de uma activagdo especifica das
células produtoras de citocinas Tipo 2 ao serem
utilizados métodos de deteccdo sensiveis. O presente
estudo apresenta dados que suportam a supressao
derivada da reducdo de IFN-y e de um aumento de
IL-4 em formas avanc¢adas da infecgdo tuberculose.
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MATERIAL E METODOS
Individuos

Foram recrutados para este estudo portugueses
saudaveis vacinados com BCG, e com Mantoux
positivo (induragdo = 5mm) residentes em Lisboa,
Portugal. Os individuos incluidos neste estudo
tinham idades compreendidas entre os 20 e os 50
anos (idade média, 30.1 anos). Todos os dadores
(100%) tinham sido vacinados & nascenga com o
bacilo M. Calmette-Guerin  (BCG),
apresentavam um teste cutaneo de Mantoux positivo,
mas nao tinham historia prévia de TP. Os dadores
saudaveis eram seronegativos para a infec¢ao VIH-1
e VIH-2 por testes de ELISA, confirmados por
Western blot.

Os pacientes portugueses com tuberculose pulmo-
nar activa com doenca cavitada foram recrutados do
Servico de Doencas Infecciosas e Parasitarias, do
Servigo de Pneumologia e do Servigo de Medicina II
do Hospital Egas Moniz, Lisboa, Portugal; Servigo
de Pneumologia IV do Hospital Pulido Valente,
Lisboa, Portugal; e do Hospital Dr. Jos¢ Maria
Antunes Junior, Torres Vedras, Portugal. Os
individuos incluidos neste estudo tinham idades
compreendidas entre os 20 e os 60 anos (idade
média, 35.1 anos), ¢ a maioria (85%) tinha sido
vacinada com M. bovis (BCG).

Os pacientes com tuberculose pulmonar com
doenca cavitada, seronegativos para a infeccdo VIH-
1 e 2 foram diagnosticados pela apresentagao clinica,
por radiografia do toérax e confirmados por exame
directo e/ou cultura de expectoracdo, secregoes
bronquicas ou lavado bronco-alveolar. A maioria dos
doentes eram novos casos de tuberculose sem nenhu-
ma terap€utica prévia ou, que tinham no maximo sete
dias de terapéutica de acordo com as recomendagdes
OMS (terapéutica diaria com isoniazida, rifampicina,
etambutol, e pirazinamida). Os doentes com tubercu-
lose foram posteriormente subdivididos de acordo
com estadio moderado ou avangado da doenga. A
divisdo dos subgrupos foi baseada na avaliagdo
qualitativa de bacilos acido-alcool resistentes em
esfregacos de expectoragdo (+, +++) e na avaliagdo
clinica da localizacdo superior e inferior das cavita-

bovis

cOes nas radiografias de torax. Os estudos foram
baseados na capacidade das CMSP dos doentes com
tuberculose para produzirem IFN-y e IL-5, antes do
tratamento ser iniciado e cinco dias depois do
comego do tratamento; nao se verificaram diferengas
estatisticas na capacidade de resposta dos doentes
(dados nao mostrados).

Antigénios

PPD, lote RT44, foi adquirida ao Statens Serum-
institute (Copenhaga, Dinamarca) e usado numa
concentracdo final de 10 pg/ml. Mycobacterium
tuberculosis H37Rv (Mtb), foi cedido pelo Dr. D.
Smith, (London School of Hygiene & Tropical Medi-
cine, London, UK) e usado a uma unidade
formadora de colonia (ufc) por macréfago infectado.
Os antigénios foram todos testados com a finalidade
de se determinar a concentracdo optima para uso. O
mitogénio  fitohemaglutinina (PHA), (Difco,
Michigan, U.S.A.) foi utilizado como controlo
positivo na concentragdo final de 8 pg/ml (dados nao
mostrados).

Bactérias

Mycobacterium tuberculosis H37Rv cresceu em
caldo 7H9 enriquecido com glicerol e ADC (Bacto;

Difco, Michigan, US.A.). As culturas
desenvolveram-se a 37°C em agitador orbital de fase
midlogaritmica, sendo depois alicutadas e

congeladas a -70°C. Mycobacterium tuberculosis
H37Rv foi utilizado a 1 unidade formadora de
colonia (ufc) por macrofago infectado.

Ensaios de Citocinas

A quantidade de IFN-y ou IL-5 presentes na
cultura foi analisada por testes comerciais de ELISA
(Endogen, Woburn, MA, U.S.A.). Os sobrenadantes
foram recolhidos para placas paralelas no dia 6,
armazenados a —20°C e analisados mais tarde de
acordo com as instru¢des do fabricante (Endogen,
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Woburn, MA, U.S.A.).
Avaliacao intracelular de citocinas

A presenca de IFN-y e de IL-4 foi analisada
utilizando um reagente comercial, IS Ultra cell-Fix
Perm Kit (Immune Source, CA, U.S.A.). Resumida-
mente, o protocolo para detectar a presenga de citoci-
nas intracelulares em células T, consistiu na adi¢do
de 1x10° CMSP ou 100 ul de sangue total a cada um
dos tubos, 40 pl de tampao (Azida de sodio a 1%,
albumina sérica bovina a 2% (ASB) em tampao
(PBS)) e 10ul do anticorpo
monoclonal de superficie adequado, ou de controlo
isotipico, em incubagdo a 4°C durante 30 minutos no
escuro. As CMSP sdo depois lavadas 2 vezes com
tampao (200 pl/tubo) e fixadas com 100 pl de
tampao fixador (paraformaldeido a 4%) durante 20
minutos. As CMSP sdo entdo 2 vezes lavadas com
200 pl de tampao de lavagem/permeabilizante e
ressuspensas em 50 ul de  tampdo
lavagem/permeabilizante e 5 pl de anticorpo mono-
clonal anti-citocina intracelular ou de controlo
isotipico intracelular da PharMingen (PharMingen,
CA,U.S.A.), deixando-se a incubar durante 30 minu-
tos a 4°C no escuro. As CMSP foram entdo lavadas 2
vezes com tampao e adquiridas no citometro de fluxo
FACSCalibur (Becton Dickinson, CA, U.S.A.).

Para se identificarem os linfocitos foram
utilizados parametros de luz dispersa. A
fluorescéncia foi analisada através de uma janela
obtida incluindo todos os linfocitos, medindo a
intensidade de fluorescéncia apos excitagdo de
isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina
(PE), conjugado de CyS5--ficoeritrina (CyP),
proteina de clorofila peridimina (PerCP) e
aloficocianina (APC).

salino de fosfato

Analise estatistica

Os dados sdo apresentados utilizando valores
médios de amostras e ensaios em duplicado. Foi
utilizado um método nao paramétrico, teste Mann-
-Whitney U, o qual ndo faz suposic¢des sobre a distri-
bui¢do subjacente. A normalidade dos dados foi

usada para estabelecer significancia estatistica entre
grupos de dados. As correlagdes entre conjuntos de
dados foram calculadas através do uso do teste de
correlacdo de Spearman. A variancia dos dados foi
estabelecida através do uso do desvio padrao.

RESULTADOS

Produciao de IFN-y em reposta a antigénios
micobacterianos

Foram estabelecidas respostas in vitro, referentes
a dadores portugueses saudaveis vacinados A
nascenca com BCG, com Mantoux positivo
(induragdo =5mm), e em doentes com tuberculose
pulmonar. Foram avaliadas as respostas a M.
tuberculosis H37Rv e ao antigénio soltivel PPD, uma
preparagdo altamente processada de antigénios de M.
tuberculosis. O mitogénio PHA foi utilizado como
controlo positivo nas culturas. O nivel de IFN-y foi
medido no sobrenadante das culturas de CMSP
estimuladas com os antigénios micobacterianos.

Dadores saudaveis vacinados com BCG

Vinte dadores controlo foram avaliados na pro-
ducdo de IFN-y. As duas preparagdes, PPD e M.
tuberculosis foram capazes de induzir a produgdo de
IFN-y em dadores saudaveis (n=20) (Fig. 1a). A
producdo de IFN-y foi mais elevada em relagdo ao
estimulo com PPD, seguida de M. tuberculosis vivo.
A produgdo de IFN-y também resultou numa diferen-
ca estatistica significativa (Mann-Whitney U test,
p=0.000) entre as respostas evocadas por cada prepa-
racdo. Foi evidente a variagdo entre a capacidade
individual para produzir IFN-y das CMSP dos indivi-
duos dadores.

Pacientes com TB

Em pacientes com tuberculose, a produgdo de
IFN-y em resposta a um painel de antigénios ¢
menor, quando comparada com a do grupo controlo
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apos estimulacdo com PPD e M. tuberculosis
(Fig.1b). Quando comparado com a capacidade de
producdo de IFN-y em CMSP de individuos
saudaveis, as CMSP dos doentes com tuberculose
verificam diminui¢des significativas das quantidades
de IFN-y quando estimuladas com PPD (Mann-
Whitney U test, p=0.010) e M. tuberculosis (Mann-
Whitney U test, p=0.042). O baixo nivel de produgao
de IFN-y pode ser devido a uma auséncia de células
no sangue periférico, a uma redugdo de células
especificas M. tuberculosis ou a incapacidade dessas
células produzirem IFN-y em resposta a estimulos.

Heterogeneidade das respostas em doentes
com tuberculose

Nos dados demonstrados pelas respostas do IFN-y
¢ evidente que a habilidade das CMSP de secretar
citocinas, ¢ extremamente heterogénea em resposta a
todos os antigénios. Os doentes com tuberculose
pulmonar com doenca cavitada foram posteriormente
classificados mediante o estado moderado ou avanga-
do da doenga de acordo com a carga bacteriana e as
caracteristicas clinicas. Ndo foram observadas quais-
quer diferencas nas respostas dos doentes com tuber-
culose as quais pudessem ser correlacionadas com a
duracdo (entre 0-7 dias) do tratamento anti-mico-
bacteriano (dados nao mostrados) e todos eles tinham
sido vacinados com BCG. Os pacientes com tubercu-
lose ndo foram testados com o teste cutaneo de
Mantoux. A Fig. 2a demonstra as diferengas dentro
do grupo de acordo com a gravidade da doenga ¢ o
impacto do alcoolismo no estadio da doenga (Fig.
2b). Foi evidente que a maioria dos doentes com
doenca moderada (n=14) induziram uma produgéo
elevada de IFN-y em resposta ao painel de
antigénios. Estadios avancados da doenga (n=8)
demostraram uma menor magnitude de respostas. O
impacto do alcoolismo no estadio da doenga causou
a mais baixa das respostas (n=9) (Fig. 2b). Foi
encontrada uma alta variabilidade em todas as
respostas dos grupos dadores.

Producao de IL-5 em resposta a antigénios

micobacterianos

Foi medido simultaneamente com a proliferacdo
de linfécitos, o nivel de IL-5 no sobrenadante de
culturas de CMSP estimuladas com antigénios mico-
bacterianos.

Respostas das citocinas Tipo 1 e Tipo 2

Foram analisadas e comparadas as respostas Tipo
1 (IFN-y) e Tipo 2 (IL-5) induzidas pelo painel de
antigénios em doentes com tuberculose pulmonar e
em dadores saudaveis. A produgdo de IL-5 foi
ensaiada por técnicas de ELISA devido ao aumento
da sua concentragdo no sobrenadante do ensaio. A
citocina IL-4 devido a sua produgdo local célula a
célula ¢ uma medida mais exacta da resposta Tipo 2.
No entanto, a [L-4 pode ser consumida nas culturas
in vitro por outro tipo de células e ¢ entdo mais
dificil de detectar por ELISA. O aumento da
produgdo de IL-4 indica normalmente, um aumento
na produgdo de IL-5, a medida que estes genes sdo
regulados de forma coordenada. Nio foram
encontradas diferencas significativas na produgao de
IL-5 em qualquer dos grupos. As CMSP dos doentes
com tuberculose, quando estimuladas (Tabela I)
demonstram nao existir diferenca
estatistica na producao de IL-5 perante qualquer dos
antigénios, quando comparadas com as CMSP do
grupo controlo. A producgdo de IFN-y foi reduzida
relativamente ao PPD e ao M. tuberculosis vivo, mas
nao se verificou qualquer aumento convincente na
producdo de IL-5 nos pacientes com tuberculose. Isto
confirmou que néo existe uma mudanca de resposta
Tipo 1 para Tipo 2 por parte dos dadores com
tuberculose pulmonar, quando avaliados por técnicas
de ELISA.

nenhuma

IFN-y e IL-4 intracelular de células T
na populaciio estudada

A frequéncia de células T CD4+ e CD8+ com
IFN-y e IL-4 intracelular foi avaliada em resposta a
estimulacdo com PPD, M. tuberculosis, ¢ sem
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estimulacdo, durante 6 dias, em individuos saudaveis
e em dadores com tuberculose. A caracterizacdo
destes fenodtipos de células T e das citocinas
intracelulares foi efectuada por citometria de fluxo
com analise multiparamétrica (4-flurocromos/tubo).

Em estudos anteriores, a produgdo de IFN-y e IL-
5 foi avaliada em CMSP, depois das mesmas serem
estimuladas com o painel de antigénios, nos
individuos em estudo. Apesar desta informacao ter
sido util, foi impossivel identificar fendtipos
especificos de células T envolvidas na produgdo
destas citocinas. Foram posteriormente utilizadas
técnicas de citometria de fluxo com analise
multiparamétrica para definir os fenotipos
especificos de células T envolvidos na produgdo de
IFN-y e IL-4.

Inducio com M. tuberculosis de IFN-y e IL-4
intracelular em células T nos individuos em
estudo

As CMSP dos individuos em estudo foram
estimuladas durante 6 dias com PPD ou M.
tuberculosis vivo, e avaliadas por citometria de
fluxo, em relagdo a produgdo de IFN-y e IL-4
intracelular, quando comparadas as células néo
estimuladas.

Depois da estimulagdo com PPD ou M. tuberculo-
sis, as CMSP dos dadores saudaveis demonstraram a
mais alta positividade média de IFN-y no fenotipo
CD4+ das células T, enquanto que depois da estimu-
lagdo com M. tuberculosis vivo as células T CD8+
respondem de uma forma mais favoravel (Fig. 3a).
Doentes com tuberculose demonstraram frequéncias
reduzidas de IFN-y intracelular nas células T CD4+e¢
CD8+ (Mann-Whitney U test, p=0.031, p=0.023) em
comparagdo com os individuos saudaveis.

Os pacientes com tuberculose demonstraram um
aumento médio de IL-4 intracelular no fenotipo
CD4+, depois das CMSP serem estimuladas com M.
tuberculosis vivo, sendo esse aumento mais notorio
nas células T CD8+ (Fig. 3b). Interessante ¢ o facto
de as conclusdes retiradas pelo uso de técnicas de
citometria de fluxo contradizerem os resultados
obtidos através de técnicas de ELISA, onde a produ-

¢do de IL-5 néo diferiu entre controlos saudaveis e
doentes com tuberculose, o que sugeriu que néo
ocorria uma mudanga para Tipo 2 da producdo de
citocinas. Os pacientes com tuberculose que demons-
traram uma produgdo elevada de IL-4 tinham uma
forma avancada da doenca e eram alcodlicos
cronicos (Fig. 3c¢).

DISCUSSAO

Neste estudo a magnitude da produgdo de [IFN-y e
IL-5 gerada por PPD e M. tuberculosis vivo, foi
avaliada em controlos saudaveis e em doentes com
tuberculose, através de duas técnicas, ELISA e
citometria de fluxo. A relac@o entre a susceptibilida-
de dos individuos a tuberculose e a resposta imunita-
ria do hospedeiro ¢ pouco clara. Isto real¢a a impor-
tancia de definir uma resposta imunitaria humana
saudavel na populacdo estudada. Apds a infecgdo
com M. tuberculosis, cerca de 5% dos individuos
desenvolvem tuberculose progressiva e outros 5%
adicionais demonstram reactivagao posterior durante
os primeiros dois anos. A avaliagdo da capacidade de
resposta por parte dos doentes com tuberculose
pulmonar ao M.
contribuir para o esclarecimento sobre os factores
envolvidos na imunossupressdo que ocorre na
doenga. As comparagdes feitas entre dadores
saudaveis e doentes com tuberculose podem também
identificar fungdes imunitarias, as quais foram
diferentes entre os grupos ¢ que podem justificar a
predisposicdo individual a tuberculose.

Os resultados deste estudo demonstram que as
respostas do IFN-y detectadas por ELISA, no grupo
dos individuos saudaveis foram estatisticamente altas
em presenca de PPD e M. tuberculosis vivo, em
comparacdo com as respostas dos doentes com
tuberculose. A incapacidade dos doentes com tuber-
culose em produzirem IFN-y na presenca de PPD e
M. tuberculosis fundamenta os dados obtidos noutros
estudos, os quais demonstraram que, a produgdo de
IFN-y pelas CMSP, estimuladas com M. tuberculosis
H37Rv ou estirpes Erdman, era reduzida quando
comparada com a mesma producgdo por parte dos
individuos saudaveis vacinados com BCG'. A
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incapacidade dos individuos com tuberculose activa
em produzirem de forma adequada IFN-y em
resposta ao PPD e M. tuberculosis, pode ser devida a
perturbacdo na apresentacdo do antigénio pelo
macrofago e a activagdo de mediadores de supressao.
Os estudos tém apontado o facto de as células T de
memoria e as células T ndo virgens proliferarem em
resposta ao antigénio M. tuberculosis e produzirem
IFN-y'%, 0 que pode por seu lado, elevar a actividade
antimicobacteriana e a imunossupressdo. Tem sido
sugerido que a producao excessiva de TGF-f pode
contribuir para reduzir a expressao do receptor da IL-
12, resultando na produgao reduzida de IFN-y em
doentes com tuberculose'’.

O grupo dos doentes com tuberculose foi subdivi-
dido em formas moderada e avancada da doenca,
baseada em bacilos 4cido-alcool nos esfregacos de
expectoracdo dos doentes e nas zonas das cavitagdes
do pulmao. Houve respostas consistentemente baixas
de IFN-y nos doentes com forma avancada da
doenga. Foi também interessante notar, que existia
uma maior taxa de alcoolismo entre os pacientes com
tuberculose avancada. As formas mais avangadas de
tuberculose pode estar relacionada com o alcoolismo
ou com os efeitos do alcool no sistema imunitario,
condicionando nestes individuos uma maior
vulnerabilidade na resposta a doenga. Estudos
prévios, descrevem in vitro depressdo da fungdo dos
linfécitos T e uma diminui¢do das fungdes das
células apresentadoras de antigénio, como uma
consequéncia do consumo agudo e cronico de alcool
nas defesas do hospedeiro '®".

Doentes com tuberculose pulmonar ndo demons-
traram diferencas na produgao de IL-5 quando anali-
sados por ELISA e comparados com o grupo contro-
lo. Estudos mostraram que em doentes com
tuberculose, a produgado de IFN-y (Tipo 1) por CMSP
estimuladas com M. tuberculosis H37Rv foi
reduzida, comparada com a de individuos saudaveis
vacinados com BCG''. Esta depressio na expressio
Tipo 1 ndo estava associada com um aumento da
producdo de IL-4 ou IL-10 (Tipo 2), a qual foi
semelhante em pacientes com tuberculose e em

Tal como foi préviamente discutido, os
individuos estudados com infec¢do tuberculosa,
demonstraram um decréscimo na produgdo de IFN-y

dadores controlo. No entanto, outras experiéncias
demonstraram que o ntimero de células secretoras de
IFN-y néo foi reduzido em doentes com tuberculose
activa, e que a producao de IL-4 é mais frequente do
que nos controlos'*'**’. Foi também descrito que os
doentes com tuberculose depois de estimulados com
M. tuberculosis podem demonstrar um aumento na
producdo de IL-4 nas células T CD8+".

A utilizacdo de citometria de fluxo com analise
multiparamétrica (“4-cores”), deteccdo de uma ou
mais citocinas intracelulares em combinag¢do com
uma ou mais subpopulagdes de células T, definindo
marcadores de fenotipagem, permite
quantificagdo e caracterizacdo das
antigénio especificos. O uso de técnicas de ensaios
de culturas, como as utilizadas nos ensaios de
ELISA, nem sempre distinguem alteragdes na
frequ_ncia de resposta, de alteragdes na intensidade
de resposta.

Os resultados obtidos, neste estudo, por técnicas
de ELISA demonstraram que as CMSP de alguns
dadores saudaveis tinham capacidade aumentada de
produzir IFN-y em resposta a estimulagcdo com M.
tuberculosis vivo. Os dados referentes ao IFN-y
intracelular, analisados por citometria de fluxo,
confirmaram que os dadores saudaveis vacinados
com BCG exibem um valor médio maior de IFN-y
intracelular em células T com fenotipos CD4+ e
CD8+ do que os doentes com tuberculose. Os
dadores saudaveis demonstraram um aumento
intracelular de IFN-y nas células T com fenotipo
CD4+ depois de serem estimuladas com PPD,
enquanto que apos estimulagdo com M. tuberculosis
vivo as células T de fendtipo CD8+ demonstraram
um aumento mais visivel de IFN-y intracelular. Estes
resultados correspondem as expectativas uma vez
que devido a capacidade de resposta das células T
CD4+ aos epitopos do PPD soluvel processados e
apresentados por células apresentadoras de antigénio
no contexto de moléculas de MHC de classe II. As
células T CD8+ reconhecem antigénios de M.
quais foram processados e
apresentados por moléculas MHC de classe 1.
depois das CMSP serem estimuladas com M.
tuberculosis vivo. As respostas das CMSP, depois de
estimuladas com M. tuberculosis vivo, demonstraram
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também que dentro do grupo de doentes com
tuberculose existem bons e maus respondedores.
Como tal, os individuos com tuberculose pulmonar
com doenga cavitada foram subdivididos em grupos
moderados e avancados com base em esfregagos de
expectoracdo e na avaliacdo clinica das cavitagdes
dos lobos inferiores e superiores do pulmio. Tal
como foi detectado por ELISA, os doentes em estado
moderado exibiam um aumento na producéo de IFN-
y em comparagdo com os doentes que apresentam
extensas cavitagdes nos lobos inferiores do pulmao.
Os resultados obtidos por citometria de fluxo,
confirmaram este decréscimo de IFN-y intracelular,
depois das CMSP dos doentes com tuberculose
serem estimuladas com M. tuberculosis vivo, o qual
foi observado nas células T CD4+ e CD8+.

A produgao de IL-5 pelas CMSP dos doentes com
tuberculose depois de estimuladas com M. tuberculo-
sis vivo foi avaliada por técnicas de ELISA. As
CMSP, dos pacientes com tuberculose, estimuladas
com M. tuberculosis ndo demonstraram diferenga na
producao de IL-5, em comparacao com a dos dadores
saudaveis. Avaliacdes posteriores através de citome-
tria de fluxo demonstraram que, CMSP de individuos
com tuberculose, estimuladas com M. tuberculosis,
demonstravam um aumento de IL-4 intracelular nas
células T de fendtipo CD8+, nos individuos com
uma forma mais avancada da doenca. Os doentes
com tuberculose com alcoolismo crénico e cavitagao
nos lobos inferiores do pulmdo compreendiam a
maioria dos individuos com um aumento da resposta
de IL-4 a M. tuberculosis.

A importancia da patologia do pulmao é realgada
pelo facto de individuos seropositivos para o VIH
com co-infec¢ao tuberculosa geralmente apresenta-
rem infeccdo no lobo inferior. Estudos tém demons-
trado que as CMSP de doentes com tuberculose
depois de serem estimuladas com M. tuberculosis
vivo apresentavam uma diminuicdo de IFN-y e
nenhum aumento de IL-4, ndo havendo contudo um
aumento sistémico de IL-4 ou no local da infec¢ao
ou em reacg¢do a tuberculina, quando comparado com
dadores saudaveis. Estudos mais recentes demonstra-
ram que quando as CMSP de doentes com tuberculo-
se eram estimuladas com M. tuberculosis, as células
T CD8+ demonstravam um aumento da produgdo de

IL-4°. E também interessante notar que a maioria dos
estudos que suportam uma auséncia de mudanca de
Tipo 1 para Tipo 2 em infec¢des tuberculosas sdo
localizados geograficamente em paises com uma
incidéncia baixa por parte desta mesma infeccao.
Enquanto que os dados que suportam uma mudanga
de Tipo 1 para Tipo 2 provém de paises endémicos
para a doenga.

Nestes estudos, a imunosupressdo presente nos
doentes com tuberculose pode ser devida ao
sequestro de antigénio especificos de células T do
local da infec¢dao no pulmao. Esta explicacdo pode
ser responsavel por algumas das respostas reduzidas
apresentadas. Estes estudos apresentam dados os
quais suportam a supressao derivada da reducao de
producdo de IFN-y com um aumento em IL-4 em
alguns doentes, o que consistiu sobretudo em células
T de fenodtipo CD8+. Isto pode ser causado por uma
apresentacdo defeituosa de antigénio por parte de
monocitos infectados com M. tuberculosis ou por
uma redugdo da func¢io efectora das células.

Em conclusdo, este estudo demonstra que os
dadores saudaveis vacinados com BCG possuem
uma resposta elevada de IFN-y, detectada por
técnicas de ELISA e de citometria de fluxo, ao PPD
e ao M. tuberculosis vivo, comparada com a dos
pacientes com tuberculose. Os
tuberculose pulmonar demonstram uma reducdo
significativa na capacidade de produzirem IFN-y em
resposta ao PPD e ao M. tuberculosis. Quando foram
aplicadas técnicas de ELISA, o grupo de doentes
com tuberculose nao demonstrou nenhuma diferenca
significativa na produgdo de IL-5 em resposta ao
painel de antigénios. No entanto, utilizando técnicas
de citometria de fluxo, verificou-se um aumento de
IL-4 intracelular nos doentes com tuberculose, com
doenga avangada, e este aumento foi mais frequente
em células T de fenotipo CD8+. Isto sublinha que o
método de ELISA demonstra sensibilidade reduzida
na deteccdo de citocinas e que sdo necessarias
técnicas mais especificas como a citometria de fluxo
e técnicas que utilizam tetrameros para a avaliagéo
da producdo de citocinas apos estimulagdo com
antigénios especificos. Logo, apesar de poder ocorrer
uma redugdo na produgdo de citocinas Tipo 1 na
auséncia de uma mudanga total para a activagdo de
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Tipo 2, existe alguma evidéncia na activagcdo de
células antigénio especificas, produtoras de citocinas
Tipo 2, se se utilizarem métodos de deteccdo
sensiveis.
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Fig. 1 - Producdo de IFN-y em controlos saudaveis e em
doentes com tuberculose. As CMSP dos controlos
saudaveis (n=20) (Fig. la) e dos doentes com
tuberculose (n=22) (Fig. 1b) foram incubadas com o
painel de antigénios durante 7 dias e a determinagao de
IFN-y foi avaliada por técnicas de ELISA
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Heterogeneidade nas respostas dos doentes com
tuberculose. As CMSP dos doentes com tuberculose
foram incubadas com M. tuberculosis vivo, PPD e sem
antigénio (No Ag) durante 7 dias, e a determinagdo de
IFN-y foi avaliada por técnicas de ELISA. Os valores
das células ndo estimuladas foram sempre <12 pg/ml.
As CMSP dos doentes com tuberculose foram
estimuladas com M. tuberculosis vivo e caracterizadas
consoante o estadio moderado (n=14), ou avangado
(n=8) da doenga (Fig. 2a) e como sendo alcoolicos (A)
(n=9) ou ndo alcoolicos(o) (n=18) (Fig. 2b)
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IFN-y e IL-4 intracelulares de subpopulagdes de células
T nas subpopulagdes estudadas. O valor médio das
CMSP dos dadores saudaveis (n=12), e dos doentes
com tuberculose (n=6) estimulados durante 6 dias com
PPD, M. tuberculosis vivo ou incubado sem antigénio.
Cada populagdo foi avaliada consoante a expressao nas
células T dos marcadores de superficie CD4 e CD8 em
combinagdo com IFN-y (Fig. 3a) e IL-4 (Fig. 3b)
intracelular. A inducdo de IL-4 nos doentes com
tuberculose através da estimula¢do com M. tuberculosis
¢ demonstrada na Fig. 3c. As células ndo estimuladas
demonstraram uma presencga reduzida de IFN-y e IL-4
com um valor positivo <0.027% para ambas as
citocinas intracelulares

TABELA 1

Respostas de IL-5 em controlos e em doentes com

tuberculose pulmonar
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ILS (pg/ml)

PPD Mtb
Dadores 151.4 1+ 46.18 =
Saudaveis (n=20) 94.89 24.42
Doentes com 13522+ 70.62 +
TP (n=22) 178.69 88.73

As CMSP foram estimuladas com PPD e M. tuberculosis vivo
durante 7 dias. Os valores para a produgao de IL-5 (pg/ml) referentes
a cada grupo est_o representados pela média + desvio padr_o
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