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INTRODUCAO

A protecgao especifica contra o Mycobacterium
tuberculosis nos ratinhos € conferida pela inoculagao
de bactérias vivas, enquanto 0os microrganismos
mortos aumentam predominantemente a resisténcia
ndo especifica'. Estas observagdes levam a hipotese
de que os antigénios secretados, libertados durante
a primeira fase do crescimento, podem conferir
protecgdo. Além disso, as proteinas secretadas de
M. tuberculosis presentes nos filtrados de tempo
mais reduzido da cultura de M. tuberculosis (antes
de ocorrer autolise significativa) sdo capazes de
induzir uma populagdo protectora de células T que
tem a capacidade de conter a infecgdo inicial e
mediar a resisténcia do hospedeiro®**. Nos humanos,
tem sido descrito que as proteinas secretadas sao
altamente imunogénicas e capazes de desencadear
respostas proliferativas fortes, producao de INF-ye
citotoxicidade mediada pelas células T CD4+>6. Os
dados tém demonstrado que o antigénio ESAT-6 que
estd presente na ST-CFP se expressa no M. tuber-
culosis, mas se encontra ausente no Mycobacte-
rium bovis bacilo Calmette-Guérin (BCG) e na
maioria das espécies micobacterianas ambientais
investigadas’. Os estudos comparando as respostas
imunitarias humanas ao ESAT-6 em regides com
baixa e alta endemicidade para a tuberculose
demonstraram que uma frequéncia elevada (58 %)
de etiopes saudaveis com contacto com doentes com
tuberculose reconheciam o ESAT-6, enquanto apenas
2 dos 29 dinamarqueses em circunstancias idénticas
reconheciam esta molécula®.

As diferentes preparacgdes de proteinas filtradas
de cultura (PFC) podem ter propriedades diferentes,
e a durag@o da cultura vai determinar a composi¢ao
das PFC. A imunizagao de ratinhos com as primeiras
PFC de M. tuberculosis, obtidas em dois tempos
diferentes, mostrou um grau semelhante de
protec¢ao ao induzido pelo BCG vivo. Assim, ratinhos
vacinados com uma preparagao de PFC colhida apos
1 semana de cultura — proteinas de curto prazo
filtradas da cultura (ST-CFP) — deram origem a
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uma populacdo de células T CD4+ de memoria com
uma vivéncia prolongada, ainda detectavel 22
semanas apos a inocula¢ao?, enquanto a imunizagao
com proteinas de médio prazo filtradas da cultura
(MT-CFP) (colectadas apds 2 semanas de cultura)
ndo exibiam protecgdo apds 5 meses*. O nosso estudo
confirma o potencial imunogénico dos antigénios
secretados e o seu papel nas respostas protectoras
para o M. tuberculosis nos humanos. Demonstramos
que as PFC do M. tuberculosis colectadas em
diferentes tempos de cultura, podem desencadear
diferentes respostas celulares imunes in vitro,
podendo estas estarem directamente relacionadas
com os mecanismos de protec¢do imunoldgica con-
tra o M. tuberculosis.

MATERIAL E METODOS
Dadores

Este estudo incluiu 60 dadores portugueses,
consistindo em 30 dadores controlo e 30 doentes
com tuberculose pulmonar (TB). Os individuos
incluidos no estudo tinham idades compreendidas
entre os 20 ¢ os 60 anos (idade média * desvio
padrdo, 35,1 £ 11,2) e eram seronegativos para o
VIH-1 e 2. O sangue dos doentes com tuberculose
foi colhido num tinico tempo antes ou dentro de 2
semanas do inicio da quimioterapia antimicobac-
teriana. Foi obtido um consentimento informado e o
protocolo foi aprovado pela comissdo de ética lo-
cal. Tanto os controlos como os doentes apre-
sentavam uma proveniéncia étnica semelhante. O
grupo controlo incluia individuos portugueses
saudaveis, vacinados com a BCG, Mantoux posi-
tivos (indura¢do >5mm), residentes em Lisboa, Por-
tugal, e sem historia prévia de tuberculose pulmonar.
Dentro deste grupo existiam controlos saudaveis
com contacto croénico com tuberculose (n=16) que
apresentavam uma historia de cinco ou mais anos
de trabalho numa enfermaria de doencgas
infecciosas, com exposi¢do diaria a doentes com

Vol. VIIIN.* 6 631



REVISTA PORTUGUESA DE PNEUMOLOGIA/ARTIGO ORIGINAL

tuberculose. Outro grupo dentro dos controlos
saudaveis (n=14) ndo tinham historia prévia de
contacto com doentes com tuberculose. Nao havia
historia de tuberculose nos membros da sua familia
e estes individuos nunca tinham sido hospitalizados.
Os doentes com tuberculose pulmonar foram
recrutados do Servico de Doengas Infecciosas e
Parasitarias, Servico de Pneumologia e Servigo de
Medicina II do Hospital Egas Moniz, Lisboa, Portu-
gal; Pneumologia IV do Hospital Pulido Valente,
Lisboa, Portugal, e do Hospital Dr. Jos¢ Maria Antunes
Janior, Torres Vedras, Portugal. A maioria dos
individuos (85 %) envolvidos neste estudo tinha sido
vacinada com M. bovis BCG. A tuberculose pulmonar
foi diagnosticada por radiografia ao torax e confirmada
por exame directo e/ou cultura de expectoracao,
secrecoes bronquicas ou lavado broncoalveolar.

Antigénios

O derivado de proteina purificado (PPD), lote
RT44, foi adquirido ao Statens Seruminstitute
(Copenhaga, Dinamarca) e utilizado numa concen-
tracdo final de 10 ug/ml. A ST-CFP do M. tubercu-
losis H37Rv (1semana de cultura) foi gentilmente
cedida pelo Dr. P. Andersen, Statens Seruminstitute,
Copenhaga. A MT-CFP do M. tuberculosis H37Rv
(2 semanas de cultura) foi gentilmente cedida pelo
Dr. J. Belisle (Colorado State University, USA). As
duas PFC foram utilizadas numa concentragao final
de 5 ug/ml. Os antigénios foram todos testados de
modo a determinar a concentragdo 6ptima para o uso.
O mitogénio fitohemaglutinina (PHA) (Difco, Detroit
Michigan, USA) foi usado como controlo positivo na
concentragao final de 8 pg/ml (dados ndo mostrados).

Teste de linfoproliferacao
As células mononucleadas do sangue periférico
(CMSP) isoladas do sangue heparinizado por

gradiente de densidade. Os ensaios foram efectuados
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como descrito por Silveira et al’. As células foram
estimuladas com PPD, ST-CFP, MT-CFP e com o
PHA como controlo positivo. A radioactividade
incorporada foi medida num contador de radiagdes
LS6500 (Beckman)™, sendo expressa em contagens
por minuto (cpm). Os resultados das proliferacdes
linfocitarias foram expressos como a média em cpm
dos testes em triplicado menos a média em cpm das
células cultivadas sem antigénio (Acpm).

Producao de citocinas

A quantidade de INF-y presente na cultura foi
analisada por testes de ELISA comercial
(PharMingen, San Diego, CA, USA). Os sobrena-
dantes foram colectados no dia 6, armazenados a
—20°C e analisados mais tarde, de acordo com as
instrugdes do fabricante.

Expressao de citocinas no ARNm das CMSP

As CMSP (2x10%ml) foram colocadas em
placas de 24 pocos e estimuladas com PPD, M.
tuberculosis, M. tuberculosis vivo H37Rv ou
PHA. Foi obtida uma relacdo 6ptima de 1 bactéria
para 4 mondcitos. Os ensaios foram efectuados
como descrito por Silveira et al’. Resumidamente,
as células foram colectadas apds 24 horas em
cultura, centrifugadas, ressuspendidas em ARNzol
B (Biogenesis, Poole, UK)™ e armazenadas a —
70°C. O ARN foi extraido de acordo com as
instrucoes do fabricante. O ADN complementar
(ADNCc) foi sintetizado utilizando aproximadamente
Iug de ARN num total de 30 ul. O ADNc obtido
foi amplificado por Reac¢do em Cadeia da
Polimerase (RCP) utilizando sequéncias iniciadoras
de INF-y, IL-4, IL-10 ¢ B-actina adquiridos a
Clontech (Palo Alto, CA, USA). A amplificacao
por RCP foi efectuada num termociclador Techne
PHC-3 para 28 (INF-y), 30 (IL-4),33 (IL-10)e 34
(G3DPH) ciclos de desnaturacao a 94°C durante 1
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minuto, com uma hibridagdo a 60°C durante 2
minutos e extensao a 72°C durante 3 minutos. Os
produtos de RCP (5 pl) foram corridos em gel de
agarose a 1 % e a presenga de produtos especificos
de RCP foi visualizada através de luz ultravioleta.

Analise por western blot

MT-CFP e ST-CFP foram fervidas durante 5
minutos num tampao contendo dodecilsulfato de
sodio 0,1 % (SDS), 2-mercaptoetanol 0.143 M,
glicerola 10 % em tampao Tris-HCL 50 MM (pH
6.8) e submetidas a uma electroforese em gel de
poliacrilamida-SDS usando acrilamida a 12 % para
analise proteica e acrilamida a 15 % para a detecc@o
de lipoarabinomanano (LAM) (utilizando um minigel
padrdo da BioRad ™). Apos a electroforese, o gel
foi submetido a uma analise por western blot"
utilizando anticorpos policlonais e monoclonais
especificos para o LAM (CS-35) e antigénios
proteicos de M. tuberculosis com peso molecular
(p-m.) de 30 kDa (K--92), 19 kDa (Hyt 6), 10 kDa
(CS-01) e 6 kDa (HyB 76). As proteinas foram
transferidas para nitrocelulose e a membrana foi
posteriormente incubada com anticorpo durante 1
hora a temperatura ambiente apos o bloqueio com
Albumina Sérica Bovina (ASB)a 2,5 % em TBS-T
(Tampao Tris salino + Tween 20). Os western blots
foram entdo revelados com um segundo anticorpo
(IgG anti-coelho ou IgG anti-ratinho) conjugado com
peroxidase de rabanete utilizando os reagentes de
deteccao do kit ECL western blotting (Amersham
Life Sciences ™).

Analise estatistica

Os dados sdo apresentados usando os valores
médios de amostras e ensaios em duplicado. Foi utilizado
um método ndo paramétrico, teste Mann-Whitney U,
que ndo concluiu sobre a distribui¢ao subjacente, e a
normalidade dos dados foi usada para estabelecer
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significancia estatistica entre grupos de dados. As
correlagdes entre conjuntos de dados foram calculadas
através do teste de correlagdo de Spearman.

RESULTADOS DOS TESTES
IMUNOLOGICOS

Proliferacio e respostas de INF-y em dadores
saudaveis

As respostas proliferativas de dadores saudaveis
sdo apresentadas na Fig. 1A. A analise dos resul-
tados de individuos saudaveis vacinados coma BCG
demonstra que os dadores sdo capazes de montar uma
forte resposta em relacdo ao painel de antigénios. As
respostas proliferativas de dadores saudaveis
mostraram uma proliferagao superior em resposta ao
PPD, intermédia as ST-CFP ¢ inferior as MT-CFP.
As maiores diferengas foram encontradas quando se
comparou o PPD com as ST-CFP e as MT-CFP e
estas diferengas foram estatisticamente significativas
(teste de Mann-Whitney U, p=0,009; p=0,000). Nao
se verificaram diferencas significativas entre a
linfoproliferacdo induzida pelas ST-CFP e pelas
MT-CFP (teste de Mann-Whitney U, p=0,647). As
respostas induzidas nos dadores controlo foram
variadas e foi evidente que existiam dois grupos de
resposta dentro deste grupo, nomeadamente respostas
elevadas e respostas mais baixas.

Todas as trés preparacdes PPD, ST-CFP e MT-
-CFP foram capazes de induzir a produgao de INF-
vYnos dadores saudaveis (n =30) (Fig. 1B). A pro-
ducao de INF-vy foi mais alta em relagao ao PPD,
seguida pelo ST-CFP e MT-CFP. As respostas de
INF-y mostraram um padrdo semelhante as
respostas proliferativas. No entanto, as ST-CFP
induziram respostas significativamente mais altas
em comparagdo com as MT-CFP (teste de Mann-
Whitney U, p = 0,000). A producdo de INF-y
também resultou numa diferenca estatisticamente
significativa (teste de Mann-Whitney U, p=0,000)
entre a resposta evocada por cada preparagdo. A
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Fig. 1 — Respostas proliferativas e producio de INF-y pelas CMSP de dadores saudaveis de controlo (n=30). As CMSP
de dadores saudaveis de controlo foram incubadas com PPD, proteinas de curto prazo filtradas da cultura de M. tuberculosis
(ST-CFP), proteinas de médio prazo filtradas da cultura de M. tuberculosis (MT-CFP) e células ndo estimuladas (No Ag)

durante 7 dias e foi quantificada a linfoproliferagdo (Fig. 1A) e a produgdo de INF-y (Fig. 1B).

variacao entre a capacidade das CMSP dos dadores
individuais para produzir INF-yfoi evidente.

Caracterizacao de dadores saudaveis

Para definir melhor uma resposta normal indu-
zida pelo painel de antigénios, foram avaliados os
padrdes de magnitude de linfoproliferagao (Fig. 2A,
C) e as respostas de INF-y (Fig. 2B, D) as ST-CFP
e MT-CFP em individuos com cinco ou mais anos
de contacto clinico com doentes com tuberculose
infecciosa (n=16) (Fig. 2A, B) e individuos sem
historia prévia de contacto com tuberculose (n=14)
(Fig. 2C, D). A producdo de INF-y de contactos
cronicos com tuberculose mostrou valores maximos
de INF-y para as ST-CFP. Os contactos cronicos
com tuberculose demonstraram valores significati-
vamente mais elevados de proliferagdo (Fig. 2A)
(teste de Mann-Whitney U, p=0,000) e de INF-y
(Fig. 2B) (teste de Mann-Whitney U, p=0,025) para
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as ST-CFP quando comparados com os controlos
saudaveis sem contacto com tuberculose. Os
individuos saudaveis com contacto cronico com
doentes com tuberculose demonstraram uma
proliferacdo significativamente aumentada para as
MT-CFP (teste de Mann-Whitney U, p=0,002) mas
ndo existiam nenhumas diferengas na produgao de
INF-vy (teste de Mann-Whitney U, p = 0,480) quando
comparados com controlos saudaveis sem contacto
com tuberculose. Também foi evidente que os
individuos que nao estiveram em contacto cronico
com doentes com tuberculose mostraram um
aumento da proliferagdo média para as MT-CFP em
vez das ST-CFP, tal como no grupo de controlos com
contacto cronico com tuberculose. No entanto, esta
tendéncia ndo foi aparente em dadores sem contacto
com tuberculose no que diz respeito a producdo de
INF-y em relacdo as MT-CFP. Para além destes
achados, os niveis de INF-yproduzidos como resposta
aos antigénios ndo se correlacionaram com os niveis
de proliferagao estimulada pelos mesmos antigénios.
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Fig. 2 — Respostas proliferativas e produgiio de INF-y pelas CMSP de dadores saudaveis de
controlo com contacto cronico com tuberculose (n=14). As CMSP de dadores saudaveis
de controlo foram incubadas com proteinas de curto prazo filtradas da cultura de M. tuber-
culosis (ST-CFP) e proteinas de prazo intermédio filtradas da cultura de M. tuberculosis
(MT-CFP) durante 7 dias e foi quantificada a linfoprolifera¢do (Fig. 2A, C) e a produgdo de

INF-y (Fig. 2B, D).

Deve ser realcado que embora os controlos com
contacto cronico com tuberculose ndo mostrassem
evidéncia de infeccdo tuberculosa pela analise das
radiografias e auséncia de sintomas ou sinais clinicos,
permanece a possibilidade tedrica e remota de que
alguns individuos poderiam eventualmente ter uma
infec¢do tuberculosa aguda. Apos 2 anos deste
estudo nenhum dos individuos estudado relatou
qualquer evidéncia de tuberculose clinica.
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Respostas proliferativas em doentes com
tuberculose

O mesmo painel de antigénios foi usado para testar
a capacidade que os doentes com tuberculose
pulmonar (n=30) apresentam para montar uma
resposta proliferativa e de producao de INF-y. As
respostas desencadeadas nos doentes com tuberculose
(n=30) foram comparadas com a dos dadores
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saudaveis (aqueles que desenvolveram o que foi
definido como uma resposta normal). A analise dos
resultados de controlos saudaveis vacinados com a
BCG sugere que estes individuos podem ser subdivi-
didos ainda em dois grupos de controlos com contacto
crénico com tuberculose com exposi¢do prévia
provavel ao M. tuberculosis e individuos sem historia
de contacto com tuberculose. A capacidade das
CMSP de doentes com tuberculose para proliferarem
foi comparada com a dos controlos saudaveis com e
sem contacto cronico com tuberculose. Os doentes
com tuberculose pulmonar (Fig. 3C) mostraram uma
proliferacdo média reduzida em relagao a todos os
antigénios quando comparados com o grupo com (Fig.
3A) e sem contacto cronico (Fig. 3B). Os doentes
com tuberculose mostraram uma resposta significa-
tivamente reduzida em relagdo ao PPD, ST-CFP ¢
MT-CFP (teste de Mann-Whitney U, p=0,000; p=
=0,000; p=0,000) em comparagdo com os contactos
cronicos. Os individuos sauddveis sem contacto
cronico com doentes com tuberculose demonstraram
uma resposta significativamente aumentada em
relagdo ao PPD e MT-CFP (teste de Mann-Whitney
U, p=0,001; p=0,000), mas nao foi evidente nenhuma
diferenca em relagdo as ST-CFP (teste de Mann-
Whitney U, p=0,062). Os doentes com tuberculose
(Fig. 3C) mostraram um padrao semelhante de
resposta antigénica em relagao aos controlos saudaveis
com contacto cronico com tuberculose. No entanto,
controlos com contacto croénico com tuberculose
mostraram uma resposta polarizada em relagao ao
painel de antigénios micobacterianos e existiram dois
grupos de resposta, nomeadamente respostas elevadas
e respostas baixas. A existéncia de alguma sobre-
posicao das respostas nos controlos com tuberculose
que respondem de um modo baixo e nos dadores sem
contacto ndo foi evidente.

Respostas de interferdo-gama nos doentes com
tuberculose

A produgao de INF-y em resposta ao painel de
antigénios nos doentes com tuberculose mostrou uma
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producdo média de INF-y reduzida em relagdo a
todos os antigénios quando comparada com o grupo
controlo (Fig. 4A, B). As CMSP de doentes com
tuberculose induziram quantidades significativamente
diminuidas de INF-y (Fig. 4C) quando estimuladas
com PPD (teste de Mann-Whitney U, p=0,001) e
MT-CFP (teste de Mann-Whitney U, p=0,000), mas
nao para as ST-CFP (teste de Mann-Whitney U, p=
=0,246), quando comparadas com as dos controlos
saudaveis sem contacto com tuberculose. O baixo
nivel de produgdo de INF-y pode ter sido devido a
uma auséncia de c€lulas no sangue periférico, redugao
de células especificas para o M. tuberculosis ou uma
incapacidade destas células em produzir INF-ycomo
resposta a um estimulo. Nos dados mostrados ¢
evidente que a proliferacdo das CMSP e a secrecao
de citocinas como resposta a todos os antigénios €
extremamente heterogénea.

Expressao de citocinas no ARNm pelas CMSP

Para uma melhor caracterizagao das diferencas
nas respostas alvo as ST-CFP e as MT-CFP, foi
estudada a expressdao de ARNm do INF-y, IL-4 e
IL-10, utilizando RT-RCP especifico para citocinas.
A expressao de ARNm para o INF-v foi observada
na maioria dos controlos ou doentes quando as
CMSP foram estimuladas com ST-CFP (9/12e7/12
respectivamente) (Quadro I). As MT-CFP foram
menos eficazes para desencadear a resposta de
INF-y nos controlos (5/12) ou nos doentes com
tuberculose (4/12), o que coincide com os resultados
de produgdo de INF-y obtidos por ELISA. A
expressao de IL-4 foi apenas observada num dador
controlo. A expressao do ARNm da IL-10 foi
observada na maioria dos doentes com tuberculose
(10/12) e dos individuos controlo (10/12) como resposta
as ST-CFP.
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Perfil immunoblot das PFC

Para uma melhor compreensao do contraste nas
respostas desencadeadas pelas ST-CFP e MT-CFP,
foi investigada a composigao das ST-CFP e MT-
-CFP utilizando uma metodologia por Western Blot.
A presenca de todos os antigénios testados foi
observada na composi¢do dos dois filtrados da
cultura (Fig. 6). O antigénio ESAT-6 (6 kDa)
encontrava-se presente em quantidades mais
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Fig. 3 — Respostas proliferativas em dadores saudaveis de
controlo e doentes com tuberculose. As CMSP de
controlos com contacto croénico com tuberculose (n=16)
(Fig. 3A), controlos sem contacto com tuberculose (n=14)
(Fig. 3B) e doentes com tuberculose (n=30) (Fig. 3C)
foram incubadas com o painel de antigénios durante 7 dias
e a proliferagdo foi quantificada através da incorporagio
da timidina.

elevadas nas ST-CFP do que nas MT-CFP, e o
oposto foi observado para todos os outros antigénios
(10kDa, 19 kDa, 30 kDa) e para 0 LAM (dados nao
mostrados).

DISCUSSAQ

Neste estudo foram quantificados o grau da
proliferagdo e a produgao de INF-y gerada pelo PPD,
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0 controlo e doentes com tuberculose. As CMSP de
controlos com contacto croénico com tuberculose (n=16)
- (Fig. 4A), controlos sem contacto com tuberculose (n=14)
o (Fig. 4B) e doentes com tuberculose (n=30) (Fig. 4C)
& LLL) o0 foram incubadas com PPD, ST-CFP, MT-CFP ¢ células
E 8 [_" g ndo estimuladas (No Ag) durante 7 dias e o INF-y foi
~ %] = Z quantificado por ELISA.
QUADRO1
Expressio do ARNm para o INF-y, IL-4 e IL-10.
Os resultados sdo representados como o numero de individuos com expressdao do ARNm das citocinas/numero total
de individuos estudados
INF-y L4 IL-10
PPD ST-CFP MT-CFP PPD ST-CFP MT-CFP PPD ST-CFP MT-CFP
Controlos 8/12  9/12 5/12 1/12 1/12 0/12 7/12 10/12 7/12
Doentes
com tuberculose 512 7/12 4/12 0/12  0/12 0/12 5/12 10/12 9/12
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Fig. S — Perfil immunoblot dos filtrados de cultura. Linhas 1, 3, 5, e 7, proteinas de curto prazo filtradas da cultura de
M. tuberculosis (ST-CFP); linhas 2, 4, 6 ¢ 8, proteinas de médio prazo filtradas da cultura de M. tuberculosis
(MT-CFP). Todas as linhas foram carregadas com o equivalente a 5 ug de proteina. Os western blots foram
revelados utilizando anticorpo policlonal para o antigénio de 6 kDa (HyB 76, linha 1 e 2); antigénio de 10 kDa
(CS-01, linha 3 e 4); anticorpos monoclonais especificos para o antigénio de 19 kDa (Hyt 6, linha 5 e 6); antigénio

de 30 kDa (K-92, linha 7 e ).

ST-CFP e MT-CFP de M. tuberculosis em dadores
controlo saudaveis e individuos diagnosticados com
tuberculose. Os dadores saudaveis vacinados com
BCG foram ainda subdivididos em contactos cronicos
com tuberculose e sem contacto. A diferenca nas
respostas derivadas de contactos cronicos com
tuberculose e sem contacto pode representar os
factores protectores ou prejudiciais da probabilidade
que um individuo tem em controlar uma infecgao por
M. tuberculosis. As respostas de doentes com
tuberculose podem indicar quais os aspectos do
sistema imunitério que ndo foram adequados para
conter a infeccdo inicial com M. tuberculosis. A
comparagao de respostas nestes grupos pode permitir
uma melhor compreensdo acerca das diferengas das
funcdes imunitarias, que podem contribuir para a
capacidade de um individuo em progredir para uma
tuberculose activa ou pelo contrario em ter capaci-
dade para conter essa infec¢ao primaria.
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A relacdo entre a susceptibilidade de um individuo
para a tuberculose e a resposta imunitaria do
hospedeiro ainda ndo se encontra esclarecida. Isto
salienta a importancia de definir uma resposta
imunitaria humana saudavel dentro da populacdo em
estudo. Os resultados apresentados demonstraram
que os contactos cronicos com tuberculose t€ém uma
maior magnitude de resposta em relacao ao painel
de antigénios. As CMSP de contactos com tuber-
culose induziram uma proliferacao significativamente
superior e producdo de INF-yem relagdo ao PPD e
ST-CFP em compara¢do com os ndo contactos. No
entanto, individuos com exposigdo cronica a doentes
com tuberculose demonstraram uma proliferagao
significativamente superior em relacdo ao MT-CFP,
mas nao foram evidentes diferencas significativas
na producdo de INF-yem comparagdo com os ndo
contactos. De um modo geral, os dadores saudaveis,
que demonstraram uma forte resposta proliferativa
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em relacdo ao painel de antigénios, também mos-
traram uma boa producdo de INF-y, mas sem
correlacdo entre as respostas proliferativas e a
producgdo de INF-v. Isto indica que estes individuos
com contacto com os bacilos podem ter estado
infectados com M. tuberculosis mas montaram uma
resposta imunitaria protectora e permaneceram
clinicamente sauddveis. Embora no momento do
ensaio os contactos cronicos com tuberculose possam
estar a desenvolver uma infec¢ao tuberculosa aguda
que ndo tenha sido possivel detectar por radiografia,
essa possibilidade € tedrica e remota, pela inexisténcia
de sintomas ou sinais clinicos, € porque ap0os 2 anos
ndo existiu evidéncia de tuberculose clinica nestes
individuos. Além disso, a maior proliferacdo e
producdo de INF-y pelos contactos cronicos com
tuberculose em relacao ao ST-CFP esta de acordo
com o pressuposto de sensibilizagdo ao M. tubercu-
losis, uma vez que o antigénio ESAT-6,0 qual se
encontra presente nas ST-CFP, esta expresso no M.
tuberculosis mas se encontra ausente no Mycobac-
terium bovis bacilo de Calmette-Guérin (BCG) e na
maioria das outras espécies micobacterianas
ambientais’.

O ESAT-6 ¢ um indutor poderoso de INF-ynos
ratinhos e em humanos>°. Logo, a resposta mais forte
de INF-y em relacdo as ST-CFP em comparagao
com as MT-CFP pode encontrar-se relacionada com
amaior quantidade de ESAT-6 nas ST-CFP ou com
a menor quantidade de LAM. No entanto, esta
proteina ndo € provavelmente a Gnica responsavel
pela forte producdo de INF-y observada nas CMSP
estimuladas com ST-CFP. O gene ESAT-6 no M. bovis
BCG esta deletado e ausente e, deste modo, a
vacinagdo com BCG ndo deve ser responsavel pela
inducdo de resposta nos contactos cronicos com
tuberculose’. O LAM, o qual estd presente em
grandes quantidades na preparacdo de MT-CFP,
suprime a proliferacdo de células T induzida por
antigénios através da interferéncia com a fungdo de
células apresentadoras de antigénio'', o que poderia
ter afectado as respostas as MT-CFP. Estas pre-
paragdes contém um grande niimero de componentes,
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como mostrado pela existéncia de mais de 200
proteinas na MT-CFP através da anélise bidimen-
sional do gel', e uma vez que a analise por western
blotting apenas conseguiu estabelecer a presenca
de um pequeno niimero de antigénios conhecidos, seria
interessante investigar melhor os antigénios das ST-CFP
e MT-CFP que sdo responsaveis por induzirem a
produgdo de INF-y, uma vez que esses antigénios
podem representar um papel importante na
imunidade protectora contra a tuberculose. No
modelo de tuberculose em ratinhos, Orme'? propos
que existem duas fases de resposta a infec¢ao por
M. tuberculosis, sendo a primeira caracterizada por
células T CD4+ que segregam grandes quantidades
de INF-y, seguida pela emergéncia de células T
citoliticas, particularmente do fenotipo CD4+, também
expressando INF-y, embora em menores quantidades,
e células T CD4+ de memoria que persistem mais
tempo. Deve ser tido em consideragao que as duas
preparacoes de filtrados de cultura utilizadas neste
estudo nao foram preparadas no mesmo laboratorio,
podendo por isso existir uma consequente variagcao
na composicao, dependente das condi¢des de cultura
e do tempo de colheita, o que pode afectar os resul-
tados obtidos neste estudo.

De um modo geral, os dadores saudaveis com
exposicao intensa a doentes com tuberculose com
doenca activa mostraram uma blastogénese e uma
produgdo de INF-y superior ndo apenas em relacao
as ST-CFP mas também ao PPD. Isto indica que
individuos com um prévio contacto foram capazes
de reconhecer rapidamente os antigénios micobacte-
rianos e de que as suas células podem proliferar e
produzir INF-y em maiores concentragdes contra
antigénios do M. tuberculosis. As respostas
observadas nos contactos cronicos sugerem que estes
individuos mostram uma provavel resposta protectora
contra o M. tuberculosis, pois embora tivessem tido
mais de cinco anos de contacto proximo com doentes
com tuberculose, estes individuos permaneceram
saudaveis. Em Portugal, devido a alta prevaléncia
de tuberculose, os individuos no grupo sem contacto
também podem ter tido uma exposic¢ao prévia ao M.
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tuberculosis, como indicado por alguma sobrepo-
si¢do entre os bons respondedores neste grupo € o
grupo previamente sensibilizado pelo contacto. A falta
de um parametro laboratorial consistente de
correlagdo da proteccdo nos humanos torna mais
premente a urgente necessidade de uma futura
clarificag@o das respostas imunitarias responsaveis
pela destrui¢ao dos bacilos inalados.

Os doentes com tuberculose pulmonar demons-
traram uma reduzida proliferacdo em relagdao ao
painel de antigénios, em comparagao com os dadores
saudaveis. Os doentes mostraram redugdes esta-
tisticamente significativas na proliferagdo das CMSP
e na produ¢do de INF-y em relagdo ao PPD, ST-
-CFP e MT-CFP, comparando com os dadores
sensibilizados. Os doentes com tuberculose demons-
traram uma reducao significativa da proliferacdo e
da produgao de INF-yem relagdo ao PPD e MT-CFP,
mas ndo ao ST-CFP em comparagdo com os dadores
nao sensibilizados. A diminui¢ao da capacidade dos
doentes com tuberculose de responder ao painel de
antigénios pode dever-se ao sequestro de células no
local de infecgdo ou, mais provavelmente, a factores
imunosupressivos. De um modo geral, as respostas
desencadeadas pelos doentes com tuberculose
encontravam-se deprimidas quando comparadas com
as obtidas nos dadores saudaveis, embora estas
diferencas ndo sejam estatisticamente significativas
em relacdo as obtidas com as ST-CFP no grupo sem
contacto, talvez devido a auséncia de uma prévia
exposicao a este antigénio. Além disso, a falta de
uma reducdo estatisticamente significativa na
resposta proliferativa e de producao de INF-y em
relagdo as ST-CFP, nos doentes, pode ter sido devida
auma resposta aumentada as ST-CFP, uma vez que
os doentes incluidos neste estudo ndo apresentavam
nenhuma ou apenas 2 semanas de quimioterapia anti-
micobacteriana. Uma explicagdo alternativa seria a
de que os doentes responderam de uma forma mais
marcada aos antigénios expressos por todo o M. fu-
berculosis vivo.

Os resultados deste estudo mostraram que as
respostas de INF-yno grupo de sujeitos saudaveis

Novembro/Dezembro 2002

em geral foram estatisticamente mais elevadas em
relacdo ao PPD, ST-CFP e MT-CFP, em comparagao
com os doentes com tuberculose. A incapacidade
dos doentes com tuberculose de produzir INF-yem
relacdo ao PPD substancia os dados obtidos noutros
estudos, os quais mostraram que a producao de INF-y
pelas CMSP estimuladas com PPD, M. tuberculo-
sis H37Rv ou estirpes de Erdman, estava reduzida
quando comparada com a dos individuos saudaveis
vacinados com a BCG''>16. A incapacidade das
células de individuos com tuberculose activa para
proliferarem e produzirem INF-y de forma adequada
como resposta ao PPD e ST-CFP pode ser devida a
uma diminui¢do da capacidade de apresentagao do
antigénio pelo macrofago e activagdo de mediadores
de supressao. Estudos tém apontado que as células
T de memoria e ndo virgens (naive) proliferam em
resposta aos antigénios do M. tuberculosis e
produzem INF-y", o que por sua vez pode aumentar
aactividade antimicobacteriana e a imunossupressao.
Foi sugerido que o excesso de produgao de TGF-3
pode contribuir para reduzir a expressao do receptor
da IL-12 resultando numa produgdo de INF-y
diminuida em doentes com tuberculose'®.

A produgao de INF-yem resposta a estimulagao
com o painel de antigénios foi independente da
proliferagdo celular tanto nos dadores controlo como
nos doentes com tuberculose. Esta observagao sugere
que todas as células, que proliferam, podem nao ter
produzido INF-y, ou apenas subtipos especificos se
encontram a responder aos estimulos. E evidente que
numa populacdo de células T englobando todos os
subtipos € pouco provavel que qualquer correlacao
possa ser demonstrada sem que seja efectuada uma
melhor caracterizagdo das respostas de subtipos
individuais de células T.

Em conclusao, este estudo demonstrou que os
individuos do grupo controlo com contacto croénico
com tuberculose apresentavam uma elevada
proliferagao e resposta de INF-yem relagao ao PPD
e ao M. tuberculosis vivo quando comparados com
os individuos saudaveis nao sensibilizados. Os doentes
com tuberculose pulmonar evidenciaram uma
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capacidade significativamente reduzida para produzir
INF-yem relagdo ao painel de antigénios. O nosso
estudo mostra que as proteinas filtradas da cultura
de M. tuberculosis tém um grande potencial
imunogénico e confirma o seu papel nas respostas
protectoras ao M. tuberculosis. No entanto, este
estudo sugere ainda que as variagdes ao longo do
tempo de cultura podem conferir propriedades
estimuladoras diferentes. E evidente que os individuos
deste estudo demonstraram diferentes niveis de
respostas em relagdo ao PPD e ST-CFP, o que pode
indicar que o BCG confere diferentes graus de
proteccdo contra a tuberculose, o que pode ser
dependente da historia imunitaria do hospedeiro. No
entanto, a importancia da preparacao de ST-CFP
nos individuos incluidos neste estudo e que estao
vacinados com 0 BCG ¢ limitada pela ndo existéncia
de um indicador mensuravel que avalie a vacinacao
ou diagnostico da infeccao tuberculosa activa. A
elevada variedade de respostas as ST-CFP demons-
trada pelos contactos cronicos com tuberculose
dentro do grupo de dadores controlo sugere uma
sensibilizagdo prévia pelo contacto com M. tuber-
culosis, no entanto ndo consegue distinguir entre
doengca activa, vacina¢do com BCG ou sensibilizagdo
cruzada por outras espécies de Mycobacterium.

AGRADECIMENTOS

Gostariamos de agradecer ao Dr. P. Andersen, Statens
Seruminstitute, Copenhagen, ¢ ao Dr. J. Belisle, Colorado
State University, USA, por gentilmente terem fornecido
as proteinas filtradas da cultura de M. tuberculosis.
Gostariamos de agradecer aos seguintes servigos e
pessoal médico por terem fornecido as amostras dos
doentes: Dr. Kamal Mansinho (director), Dr. Carlos Aratjo,
Dr. Jaime Nina ¢ Dr. Fernando Borges, do Servigo de
Doengas Infecciosas e Parasitarias; Dr.* Margarida
Cancela de Abreu e a sua equipa do Servigo de Pneumo-
logia; Dr. José Pimenta da Graga, Dr.* Silvia Sousa e
Dr.? Maria Francisca Moraes, do Servigo de Medicina II;
Sr?. Luisa Pinto e Sr.* Augusta Teixeira, da Unidade de
Citometria de Fluxo, do Hospital Egas Moniz, Lisboa,
Portugal; Dr. Jaime Pina e Dr.* Maria Jesus Valente, do

642 Vol. VIIIN.°6

Servigo de Infecto-Respiratorio — Unidade de Tuber-
culose, Hospital Pulido Valente, Lisboa, Portugal; e Dr®.
Ana Barbado (directora) e Dr.* Natalia André, do Hospital
Dr. José Maria Antunes Janior, Barro, Torres Vedras, Por-
tugal. Gostariamos de agradecer a nossa institui¢ao
promotora, Centro de Malaria e Outras Doengas Tropicais
(CMDT/IHMT/UNL) por providenciar apoio administrativo;
ao departamento de Microbiologia do IHMT por
providenciar apoio logistico laboratorial e ao Prof. J. Atou-
guia, do departamento de Clinica de Doengas Tropicais,
por providenciar um gabinete de trabalho. Este trabalho
foi financiado pelo projecto da JNICT (PBIC/S/SAU/1549/
92), da Comissao Europeia (TS3-CT93-0245) e Comissdo
Nacional de Luta Contra a SIDA (001074). Diane Ordway
teve uma bolsa para Doutoramento da PRAXIS XXI BD/
9003/96.

Este trabalho foi realizado no Centro de Malaria
e outras Doencas Tropicais e na London School
of Hygiene & Tropical Medicine.

BIBLIOGRAFIA

1. ORME IM: Characteristics and specificity of acquired im-
munologic memory to Mycobacterium tuberculosis infec-
tion. J Immunol 1988; 140:3589.

2. ANDERSEN P: Effective vaccination of mice against Myco-
bacterium tuberculosis infection with a soluble mixture of
secreted mycobacterial proteins. Infect Immun 1994;
62:2536.

3. ORME IM, MILLER ES, ROBERTS AD et al: T-lym-
phocytes mediating protection and cellular cytolysis du-
ring the course of Mycobacterium tuberculosis infection.
Evidence for different kinetics and recognition of a wide
spectrum of protein antigens. J Immunol 1992; 148:189.

4. ROBERTS AD, SONNENBERG MG, ORDWAY DI et al:
Characteristics of protective immunity engendered by vac-
cination of mice with purified culture filtrate protein anti-
gens of Mycobacterium tuberculosis. Immun 1995; 85:502.

5. BOESEN H, JENSEN BN, WILCKE T, ANDERSEN P:
Human T-cell responses to secreted antigens fractions of
Mycobacterium tuberculosis. Infect and Immun 1995;
63:1491.

6. RAVN P, BOESEN H, PEDERSEN BK, ANDERSEN P:
Human T cell responses induced by vaccination with My-

Novembro/Dezembro 2002



8.

9.

COMPARAGCAO DAS RESPOSTAS CELULARES IMUNES INDUZIDAS POR PROTEINAS FILTRADAS DA
CULTURA DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS/DIANE J. ORDWAY, H. SILVEIRA, L. COSTA, S. COSTA, M.
MARTINS, R. BADURA, M.J. ARROZ, HM. DOCKRELL, S. YOUNG, F.A.AN. VENTURA.

cobacterium bovis Bacillus Calmette-Guérin. J Immunol
1997; 158:1949.

HARBOE M, OETTINGER T, WIKER HG, ROSEN-
KRANDS I, ANDERSEN P: Evidence for occurence of
ESAT-6 protein in Mycobacterium tuberculosis and viru-
lent Mycobacterium bovis and for its absence in Mycobac-
terium bovis BCG. Infect Immun 1996; 64:16.

RAVN P, DEMISSIE A, EGUALE T ef al: Human T cell
responses to the ESAT-6 antigen from Mycobacterium tu-
berculosis. J Infect Dis 1999; 179:637.

SILVEIRA H, ORDWAY D, DOCKRELL H, JACKSON
M, VENTURA F: Cell mediated immune responses to my-
cobacterial antigens in patients with pulmonary tuberculo-
sis and human immunodeficiency virus infection. Clin Exp
Immunol 1997; 110:26.

10. TOWBIN H, STAEHELIN T, GORDON J: Electrophoretic

11.

transfer of proteins from polyacrylamide gels to nitrocel-
lulose sheets: procedure and some applications. Proc Natl
Acad Sci USA 1979; 75:4350.

MORENO C, MEHLERT A, LAMB J: The inhibitory ef-
fects of mycobacterial lipoarabinomannan and polysaccha-

rides upon polyclonal and monoclonal human T-cell prolife-
ration. Clin Exp Immunol 1988; 74:206.

Novembro/Dezembro 2002

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Vol. VIIIN.* 6

. SONNENBERG MG, BELISLE JT: Definition of Myco-
bacterium tuberculosis culture filtrate proteins by two-
dimensional polyacrylamide gel electrophoresis, N-termi-
nal amino acid sequencing, and electrospray mas
spectrometry. Infect Immun 1997; 65:4515.

ORME IM: The molecular targets of T-cells in acquired
immunity to tuberculosis. Immunol Letters 1991; 30:207.
TOOSSI Z, KLEINHENZ ME, ELMER JJ: Defective
interleukin-2 production and responsiveness in human pul-
monary tuberculosis. J] Exp Med 1986; 163:1162.
JOHNSON BJ, McMURRAY DN: Cytokine gene expres-
sion by culture of human lymphocytes with autologous
Mycobacterium tuberculosis-infected monocytes. Infect
Immun 1994; 62:1444-1450.

KLEINHENZ ME, ELMER JJ: Antigen responsiveness
during tuberculosis: regulatory interaction of T-cell
subpopulations and adherent cells. J Lab Clin Med 1987,
110:31.

BARNES PF, MODLIN RL: Human cellular immune res-
ponses to Mycobacterium tuberculosis. Currents Topics in
Microbiology and Immunology 1996; 215:297-319.
ZHANG M, GONG J, PRESKY DH, XUE W, BARNES
P: Expression of IL-12 receptor B1 and B2 subunits in
human tuberculosis. J Immunol 1999; 162:2441-2447.

643



