Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”

Eliana Peresi

Citocinas e proteinas de fase aguda do soro
como marcadores de regressao da resposta
inflamatéria pelo tratamento, na tuberculose

pulmonar.

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pods-
Graduagdo em Doencas Tropicais da Faculdade
de Medicina de Botucatu, para a obtengao do titulo

de Mestre em Doencas Tropicais.

Orientatora: Prof® Dra. Jussara Marcondes Machado

Botucatu
2007



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TECNICA DE AQUISICAO E TRATAMENTO
DA INFORMACAO
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: Selma Maria de Jesus

Peresi, Eliana.

Citocinas e proteinas de fase aguda do soro como marcadores de regressao
da resposta inflamatodria pelo tratamento, na tuberculose pulmonar / Eliana
Peresi. — Botucatu : [s.n.], 2007

Dissertagdo (mestrado) — Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Medicina de Botucatu, 2007.

Orientadora: Jussara Marcondes Machado
Assunto CAPES: 40602001

1. Pulmdes - Tuberculose - Aspectos imunologicos
CDD 616.24

Palavras-chave: Citocinas; Mycobacterium tuberculosis; Resposta de fase
aguda; Tuberculose




Mensagem



‘O homem pretende ser imortal e para isso defende principios
eféemeros. Um dia, inexoravelmente, descobrird que para ser
imortal deverd defender Principios Absolutos. Nesse dia,
morrerd para a carne, efémera, e viverd para o Espirito,

Eterno. Serd Imortal.”

Dr. Celso Charuri



Dedicatoria



Aos meus pais,

Miyako e Luiz Peresi

Por me darem a vida e me ensinarem a ser uma pessoa
digna.

Por acreditarem em mim, sempre me ajudando de todas
as formas, apoiando os momentos dificeis € comemorando as
alegrias e conquistas.

Pelo incentivo para a realizagao deste trabalho.

Muito obrigada por tudo que fizeram por mim até hoje.

Pelo amor, amizade e dedicagao incondicionais.

Ao meu irmao

Guilherme Peresi

Apesar de distantes, sempre unidos, amigos e
companheiros.
Obrigada pelo seu amor e amizade

incondicionais.

Aos meus avos

Kikue e Takashi Tanaka

Alda e Antenor Peresi (in memorian)

Por serem exemplos de esperancga, perseveranca,
trabalho, honestidade e amor.
Por me darem as pessoas mais preciosas da minha vida.

Pelo amor incondicional.



A minha orientadora
Professora Dra. Jussara Marcondes Machado

Por me aceitar e acreditar na minha capacidade para
desenvolver este trabalho. Obrigada pela oportunidade e por
sua confianga em mim depositada.

Por todo o incentivo e paciéncia, mesmo nas horas mais
dificeis, sempre me mostrando a direcdo a ser tomada e
acrescentando para o meu crescimento e amadurecimento
profissional e pessoal.

Por ser um exemplo de dignidade, honestidade e
trabalho, que irei carregar comigo por toda vida.

Fica aqui o meu muito obrigada e eterna admiragao!

Aos Pacientes atendidos no Servico de Moléstias

Infecciosas e Parasitarias do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu e no Servigo de
Moléstias Infecciosas da Secretaria de Estado da
Saude de Bauru.

Por aceitarem participar deste trabalho.

Por acreditarem que poderiam fazer a
diferenca ao deixarem a sua contribuicdo para que os
préximos possam ser beneficiados.

Agradeco pela confianga em mim depositada.



Agradecimentos



A Deus que sempre esteve presente me ajudando a ser cada dia melhor

e mais forte para enfrentar as dificuldades, medos, angustias, alegrias e

conquistas. Por estar em minha vida tornando-a mais serena e feliz.

A Proft Or* Sueli Aparecida Calvi do Departamento de Doengas

Tropicais e Diagndstico por Imagem da Faculdade de Medicina de Botucatu —
UNESP, pela convivéncia, paciéncia e aprendizado no Laboratério de Pesquisa
em Doencas Tropicias. Pela colaboracdo neste trabalho, na elaboracéo,
realizacdo e por todas as sugestbes efetuadas durante o exame de

qualificacao.

A pesquisadora Sénia Maria Usé Ruiz Silva, do Departamento de

Microbiologia e Imunologia do Instituto Lauro de Souza Lima - Bauru, pela

colaboracao na realizagcao deste trabalho.

Ao estatistico Hélio Rubens de Carvalho Nunes, do Grupo de Apoio a

Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu e do Departamento de
Bioestatistica do Instituto de Biociéncias de Botucatu — UNESP, pela

colaboracéo na realizagao deste trabalho.

Ao programa de Poés-Graduacdo em Doengas Tropicais, pela
oportunidade em realizar este trabalho.

A secretaria do Pés-Graduacdo em Doencgas Tropicais do Departamento de

Doencas Tropicais e Diagnodstico por Imagem da Faculdade de Medicina de Botucatu

— UNESP, Solimge Sa&o Cag[iarl; pela sua disposicao, incentivo e momentos

de descontracao.

Ao secretario do Departamento de Doencgas Tropicais e Diagndstico por

Imagem da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP José Luis Alvese

ao Anderson dos Santos Teixeira e ao Patrick,de Aralijo Domingues pela

ajuda, convivio e paciéncia.



A todos os docentes do Departamento de Doencgas Tropicais e

Diagnostico por Imagem da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP em

especial ateng&o ao Prof. Dr. Paulo Cdmara Marques Pereira pelas valiosas

sugestdes dadas durante o exame de qualificagdo deste trabalho.

A todos os médicos e residentes do Departamento de Doencas Tropicais
e Diagnostico por Imagem da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP

pelo auxilio durante o periodo de coleta das amostras.

A CAPES pelo auxilio e suporte financeiro, que viabilizou a execugao

deste trabalho.

Aos funcionarios da Secdao de Pos-Graduagdao da Faculdade de
Medicina de Botucatu — UNESP, pelas instru¢cdes durante a realizagdo deste

trabalho.

As Bibliotecarias pela cordialidade e auxilio para todo o processo para a

execucao deste trabalho.

Aos companheiros de trabalho do Laboratério de Pesquisa em Doencgas

Tropicais do Departamento de Doengas Tropicais e Diagnéstico por Imagem da

Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, André, Carlinhos, Carlito,
Cristina, Daniela, Glducia, Fabiana Moura, Fabiana, Izolina, Larissa,
Lidiane, Mariele, Priscilla, Renata, Rodrigo, Talisia e Thais, pela paciéncia,

ajuda e especialmente pelo agradavel convivio e amizade que tornou a

execucao deste trabalho muito prazerosa e muitas vezes divertida.



A todos os amigos que me ajudaram neste periodo, em todos os

momentos, tanto os dificeis, quanto os alegres. Pelo seu suporte, amizade e

alegria que me proporcionaram. Em especial ao Carlos Eduardo (Karnegdo)

pelos momentos em que dividimos nossa paixdo pela musica e a amiga

Rosana Cheffer, pela amizade de longos anos.

A minha familia Pré=Vida, pelos ensinamentos, crescimento e alegrias

que fizeram de mim uma pessoa melhor, mais paciente, compreensiva e

amiga. Em especial ao Dr. Celso Charuri (in memorian), pelos seus principios,

que tornaram tudo isso possivel.



Sumario



F=INtrodUGAO0..... ..o 1
1. TUDEICUIOSE. ... e 2

2. Imunidade contra o Mycobacterium tuberculosis............................ 4

3. Marcadores inflamatorios.............cccooeeiiiiiiiiiiceee e 8
4. JUSHIFICAtIVA......ceu e 12
I = OBJELIVO. ... e 13
lll - Casuistica @ Metodos...............oouuiiiiiiiiiiiii e 15
1. CaASUISHICA.....cceeiee e 16
P2 |V = (o To [ 1= PP PUPPPRP 16
2.1. Formacgéao dos grupos de estudo........cccceeeeeeeeeeiiieieeiiinnnnnns 16
2.2. Diagnostico de tuberculose..............cooooiiiiiiiiiiiiieee 17
2.3. Tratamento........oouuiiiiiie e 19
2.4. Determinacgdo das Citocinas.........cccccveeeeiiiiiieiiiie e, 19
2.5. Anadlise estatistiCa............couueeiiiiiiiiiiii e 20
IV - ReSUIAOS..........cooii e 22
Caracterizacéo dos pacientes com tuberculose pulmonar.................. 23
Avaliacdo dos marcadores inflamatorios............c.cooooiiiiiiiiiien e, 25
AvaliaCa0 das CItOCINAS........coiiiiiiiii e 33
Correlagao entre os marcadores inflamatérios e as citocinas............. 49
V = DISCUSSA0..... .ottt e e et e e e e et eeaeee 54
VI -CONCIUSAO.......ooeie e e e e e 67
VII - Referéncias Bibliograficas...................ccccoooiiiiiicciic e, 69
RESUMO...... et e e e e e e e e e eeeees 91
ADASEIaCt..........oo e 95

Apéndices



I - Introducdo



1. Tuberculose

O Mpycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) é uma bactéria
intracelular, de disseminagdo aérea, transportada por goticulas de saliva
expelidas pela tosse, fala ou espirro dos doentes. O contagio se da com maior
freqiiéncia pelas vias respiratérias, e o bacilo se aloja no pulmao. "’ A partir
dai, espalha-se pela linfa ou pelo sangue, para outras partes do organismo,
principalmente para o apice pulmonar e os linfonodos regionais, pois, como
aerobio estrito, € onde encontra altas concentragdes de oxigénio. A tuberculose
extrapulmonar ocorre na pleura, sistema linfatico, ossos, sistema génito-
urinario, meninges, peritdnio ou pele, e corresponde a cerca de 15% dos casos.
™ Apds a infecgao primaria, podem ocorrer trés desfechos: controle na porta de
entrada gragas a imunidade inata, doencga ativa e tuberculose latente, em que o
bacilo permanece por tempo indefinido, contido pelas células de defesa. @

Durante o estado de laténcia, ha controle, mas nao eliminagdo da
infeccdo. O M. tuberculosis fica dormente, replicando intermitentemente e com
metabolismo alterado, o que gera um reservatério enorme de micobactérias. A
diminui¢cdo da imunidade, em situagdes de desnutrigdo, subnutricdo, estresse
ou presenca de outras condicbes morbidas, como a aids, pode levar a
reativagdo. Quando isso ocorre e a doenga se desenvolve, ha graves lesdes no
tecido, ocasionadas pelas préprias defesas do organismo que tenta eliminar o
bacilo. (2

De acordo com os dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), um
terco da populacdo mundial, cerca de dois bilhdes de pessoas, esta
contaminado pelo bacilo. ® Em aproximadamente 5% dos individuos
imunocompetentes, a infecgao progride da forma latente para a forma ativa
dentro de dois anos; em outros 5%, a infeccao reativa mais tardiamente e 3,5%
a 6,0% perderdo a vida em virtude da doenca. “*® Por outro lado, 90% dos
imunocompetentes com infeccido latente permanecem saudaveis, sem
sintomas por toda a vida. @ A cada ano, surgem oito milhdes de novos casos
de tuberculose e trés milhdes de pessoas morrem em decorréncia da doenca.
No Brasil, existem mais de 50 milhdes de individuos infectados, cerca de
90.000 casos novos sao notificados por ano, mas calcula-se que este numero

possa ser de 130.000, em virtude da subnotificagdo.®



Nos paises desenvolvidos, com a transmissdo sob controle desde o
advento da terapia especifica e a melhora das condi¢cdes de vida dos seus
habitantes, a tuberculose ressurgiu em meados de 1980. Esse ressurgimento,
termo que ndo se aplica aos paises subdesenvolvidos, pois estes nao
chegaram a controlar a disseminagao da infeccado, tem varias causas. Entre
elas, esta o advento da aids. O portador do HIV, uma vez infectado pelo bacilo,
tem risco estimado de adoecimento de 7% a 10%, enquanto o n&o portador, de
10% durante toda a vida (0,3% ao ano). Ao desenvolver a forma ativa da
doenca, o portador de HIV transmite o bacilo para contactantes, como
profissionais da saude, companheiros de prisdo e abrigos, o que aumenta
exponencialmente a prevaléncia da tuberculose. ®

Outra causa importante do aumento no numero de casos da doencga foi o
fluxo migratério a partir de regides consideradas reservatorios da micobactéria,
como Africa, América do Sul, América Central e Asia, para os paises
desenvolvidos. @

Todas essas causas caracterizaram a tuberculose como doenca em
plena expansao, levando a OMS a declara-la, em 1995, emergéncia sanitaria
mundial. ®

O diagndstico presuntivo da tuberculose pulmonar se faz pelos dados
clinicos e radiolégicos e a confirmagdo do diagndstico € obtida pela
baciloscopia e cultura. A baciloscopia identifica os bacilos alcool-acido
resistentes (BAAR), € um método rapido e barato, eleito pelos servicos de
saude publica, mas que apresenta baixa sensibilidade. A cultura tem alta
sensibilidade, mas como a reproducdo do bacilo € lenta, a definicdo do
diagndstico é realizada em quatro a oito semanas, tempo muito longo, que
pode influenciar o controle da endemia, ja que o diagndstico e o tratamento
precoces interrompem o ciclo de transmissdo do agente. ) No Brasil,
aproximadamente 26,7% dos pacientes sao tratados sem confirmagao
diagndstica de tuberculose pulmonar, com base apenas no quadro clinico-
radioldgico. ®

A tuberculose é letal sem tratamento que, por ter duragdo longa, de
aproximadamente seis meses, muitas vezes € interrompido pelo paciente,
facilitando o desenvolvimento de cepas resistentes as drogas. 49 Existem

atualmente quatro antimicrobianos de primeira linha, isoniazida, etambutol,



pirazinamida e rifampicina, razoavelmente efetivos no tratamento de individuos
com tuberculose em atividade, porém, ineficientes durante o estagio latente da
doenca. 9 Além disso, mais de 50 milhdes de pessoas no mundo ja se
encontram infectadas com cepas multirresistentes as drogas (CMR), e 15% dos
casos de tuberculose sao causados por essas cepas. () A mortalidade pelas
CMR é de 40% a 60%, que equivale a dos doentes nao tratados. '® Em muitos
paises, como a Russia, nos campos de trabalho e nas prisdes, os individuos
infectados pelas CMR praticamente ja ndo alcangam cura, o que pode tornar a
tuberculose uma doencga incontrolavel no futuro. ¥ No Brasil, a prevaléncia
da tuberculose CMR é menor que 1%.'%

A rapida emergéncia de CMR, a falta de uma vacina de efeito universal e
o constante aumento de individuos infectados com o HIV, em regides do
mundo consideradas desenvolvidas, tém aumentado a dificuldade de um
tratamento efetivo dos individuos infectados e da eliminagdo da tuberculose
humana. "® O desenvolvimento de novas terapias antituberculose é de
extrema urgéncia para a interrupgéo do circulo vicioso de reativagao do estado

de laténcia em um futuro proximo. (19
2. Imunidade contra o M. tuberculosis

A defesa inicial contra o M. tuberculosis envolve a interacdo de varias
populagdes de células imunocompetentes, particularmente de macrofagos e
linfocitos T, caracterizando a resposta imune contra a tuberculose como
imunidade mediada por células. (%

Na tuberculose, os macrofagos realizam a fagocitose e também regulam
a resposta imune contra o agente, auxiliados pelas citocinas, proteinas de
baixo peso molecular. Assim, o M. tuberculosis induz o macrofago, as células
dendriticas e as células T a secretarem Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a),
citocina importante para o controle da infeccdo ativa, por seu papel na

(1619 Além do papel na defesa do

inflamacao local e ativagao de macréfagos.
infectado, o TNF-a pode ser um importante fator na imunopatologia da doenca.
(20.21) Elevadas quantidades dessa citocina estéo presentes no foco da infecgdo
e 0s monocitos de pacientes com tuberculose produzem mais TNF-a in vitro do

que aqueles de doadores saudaveis. #22%



Apos a fagocitose do M. tuberculosis, em que a interagdo macrofago-
linfocito € mediada por citocinas, os linfocitos TCD4" e células Natural Killer
(NK) secretam Interferon-y (IFN-y), que é critico para o controle da infec¢ao
pela micobactéria. Essa citocina ativa os macrofagos alveolares que passam a
produzir intermediarios reativos de nitrogénio e oxigénio, os quais inibem o
crescimento e promovem a morte da micobactéria, além de Interleucina-12 (IL-
12), que amplifica essa via. ("18172428) No entanto, uma vez dentro do
macrofago, o M. tuberculosis tem a capacidade de persistir no compartimento
fagossémico na forma latente, pela redugao da acidificagao e inibicao da fusao

(10,11,1617.28-30) Alam das

do lisossomo, impedindo a agcdo das enzimas liticas.
células citadas, linfocitos TCD8", TydS e T reconhecedores de antigenos
lipidicos, apresentados por moléculas CD1 (TCD1 restritas), também s&o
secretores de IFN-y e tém propriedades citotdxicas. ¢'-3%

As citocinas se ligam a receptores especificos de membrana das
células-alvo, em geral com grande afinidade, enviando sinais que alteram a
expressao dos genes nessas células e mediando efeitos bioldégicos complexos
de interagdo entre linfocitos, células inflamatérias e hematopoiéticas,
extremamente importantes para o desenvolvimento de resposta imune efetiva.
As citocinas encontradas no sangue periférico determinam o perfil de células T
helper presentes no paciente, definindo qual deles predomina, Th1 ou Th2, o
que pode indicar a fase da infeccdo. ©?3*%) As células Th1 produzem
principalmente IFN-y e Interleucina-2 (IL-2), e as células Th2, Interleucina-4 (IL-
4) e Interleucina-10 (IL-10). As células Th1 e Th2, ainda, parecem ser
derivadas de uma célula T precursora comum, com capacidade de se

(3237 Essa diferenciagéo,

diferenciar em qualquer dos dois subtipos.
provavelmente, envolve um estadio intermediario, designado de célula ThO,
que é capaz de secretar tanto IFN-y, quanto IL-4. ®3343") A secrecdo, pelas
células Th1, de IL-2 e IFN-y, que promove reacdes de defesa mediadas por
macrofagos e outros fagocitos, € responsavel pela morte intracelular de
patogenos. (323337)

A célula TCD8" é capaz de secretar citocinas, como o IFN-y e a IL-4,
regulando o equilibrio entre as células Th1 e Th2 no pulmao dos pacientes com
tuberculose. O mecanismo pelo qual as proteinas produzidas pela micobactéria

ativam a molécula de MHC classe | ainda ndo é completamente compreendido.



() Estas células lisam os macrofagos infectados pela secrecao de perforinas e
granzimas, liberando as bactérias em estado latente dentro dos fagossomas,
deixando-as suscetiveis ao ataque de macréfagos recém-ativados. 89 As
micobactérias também podem ser liberadas apds o macréfago sofrer apoptose,
devido & interacdo com a célula T citotdxica, via Fas / FasL. “%

Células Tyd reativas ao M. tuberculosis, encontradas no sangue
periférico de individuos saudaveis e reatores ao derivado protéico purificado
(PPD) do M. tuberculosis, s&o citotoxicas para monocitos que tiveram contato
com antigenos micobacterianos e também secretam citocinas que sao

(40)

importantes para a formacdo do granuloma. Células Tydo sao mais

frequentes em pacientes imunocompetentes do que em imunossuprimidos.
(41,42)

O grupo de células TCD1 restritas, expressando CD8, também lisa
macrofagos infectados pelo M. tuberculosis, introduzindo granulos citotoxicos
na célula através de poros mediados pela perforina. “® Por meio da molécula
de CD1, lipidios ou glicolipidios sao apresentados as células T. M

Apesar da acdo de todos esses mecanismos de defesa, o bacilo
sobrevive e se multiplica no macréfago, fazendo com que células
mononucleares, como os linfocitos T, grandes produtores de IFN-y e TNF-q,
sejam recrutadas para a formagdo do granuloma no foco da infeccdo. 4%
Durante este processo, os BAARs resistentes podem ser visualizados no

“9 0 granuloma

interior dos macréfagos pela coloragdo de Ziehl-Neelsen.
aumenta de tamanho, a medida que ocorre o recrutamento de mais células e a
area central torna-se necrotica com a morte dos macrofagos infectados, a
ativacédo do sinal de apoptose para as células T e a agdo das enzimas
lisossdmicas que lesam o tecido. ©®?%9°®) A 4rea de necrose caseosa é
circundada por células mieldides, células gigantes multinucleadas e linfocitos
TCD4" e TCD8". Conforme esta area se solidifica, o bacilo, antes visivel,
desaparece e a lesao calcifica e é reabsorvida, ou permanece em estado de
liquefacdo. “® O M. tuberculosis se replica exponencialmente nestas areas de
necrose liquefeita. Se ocorrer a ruptura da lesédo para as vias aéreas, os bacilos
podem atingir outras areas do proprio pulmao infectado, ou serem expelidos

para o ambiente, infectando novos individuos. ##°2%7)



A constante producgao de citocinas inflamatérias essenciais, como TNF-a
e IFN-y, assim como outros produtos bactericidas, incluindo reativos do
nitrogénio e do oxigénio, gerados pelos macrofagos e células efetoras imunes
ao redor, parece ser o fator chave para a laténcia do M. tuberculosis no
granuloma. 89

Apesar do efeito protetor da resposta Th1 contra a tuberculose, algumas
citocinas, como o TNF-a, estdo correlacionadas com a imunopatogenia da
doenca. % %Y A destruigdo tecidual relaciona-se com a elevacéo da expressao
desta citocina e, para limitar esta acado deletéria, a producdo sistémica é
suprimida e ha elevacao de receptores soluveis que bloqueiam sua atividade.
(266165 Assim, a tuberculose em atividade associa-se com diminuicdo de
resposta Th1 e aumento de producéo e acao de citocinas supressoras de perfil
Th2, como TGF- e IL-10, que agem desativando macrofagos, modulando as
citocinas pré-inflamatérias e diminuindo a fungdo apresentadora de antigenos
da célula T. Na presenca da IL-10, tanto a proliferacdo das células, quanto a
producdo de IFN-y s&o inibidas, sendo que a IL-10 também compromete os
mecanismos microbicidas dos macréfagos e a apresentacdo de antigenos. %
2 Como citocina antiinflamatéria, a IL-10 relaciona-se ao aumento da
gravidade da doenca, pela inibicado da resposta imune protetora. A desativagao
dos macrofagos, por efeito de sua agéo, faz-se pela inibicdo de moléculas co-
estimuladoras e da sintese de citocinas. "® Previne danos teciduais, pela
regulacdo da inflamagao e da apoptose, tendo efeito contrario ao do TNF-a.
Sua producédo pelos macréfagos € estimulada por componentes da parede
celular micobacteriana. /47"

O Fator B de Crescimento e Transformagao (TGF-f), citocina supressora
do perfil Th1, produzida pelos macrofagos, também participa na indugédo da
fibrose em diferentes modelos experimentais de lesdao pulmonar, incluindo a
inflamagdo produzida pelo M. tuberculosis. 3™ A acdo pré-inflamatéria e
antiinflamatéria do TGF-B depende de sua concentracdo, e esta acdo se da
pela inibigdo da produgdo de IFN-y pelas células TCD4'. Em baixas
concentracdes, atua como fator quimiotatico para mondécitos e induz a secrecao
de Interleucina-1a (IL-1a) e TNF-a. ®® Sua produgdo aumenta, tornando-se
maxima durante a fase crbnica da tuberculose, iniciando um processo

antiinflamatério e de regeneragcdo. Essa elevacdo do TGF-f causa a



progressdo e cronicidade da doenga, ocorrendo diminuicdo da
hipersensibilidade observada em pacientes e animais experimentais com

@182 O TGF-B, em alta concentragdo, desativa

tuberculose avancada.
macrofagos, inibe a expressao e funcionamento de receptores para IFN-y, IL1-
a e IL-2 e diminui a produgado do TNF-a, eventos paralelamente relacionados
com aumento do crescimento micobacteriano intracelular; ainda, inibe a
proliferacdo de células TCD4", induz a expressdo de receptores CD8 e
aumenta a producao de citocinas do perfil Th2, como IL-10. 618388

Rojas et al., (%6) estudando células TCD4" ativadas pelo M. tuberculosis,
nao observaram efeito sinérgico entre TGF-f e IL-10. Relatam, no entanto,
inibigdo da resposta das células TCD4" ao M. tuberculosis por ambas citocinas,
porém, por diferentes mecanismos de agao.

Hirsch et al., ® empregando cultura de células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) de individuos com tuberculose, observaram aumento
significativo na producdo de IFN-y, na presenga de anticorpos anti-TGF-f3,

comprovando o efeito imunomodulador dessa citocina.
3. Marcadores inflamatérios

Em resposta a diferentes tipos de agressao quimica, fisica ou bioldgica,
0 organismo estrutura um processo inflamatério local, necessario para cura e
reconstituicdo dos tecidos afetados. Na fase aguda da inflamagao, ocorrem
alteragdes vasculares, humorais, neurologicas e celulares, manifestando-se por
dor, calor, rubor, edema e perda de funcdo. A sindrome da resposta de fase
aguda (RFA), correspondente sistémico da inflamagdo, € definida pelas
alteragcbes metabdlicas, neuro-humorais e imunoldgicas decorrentes da
ativagdo de macrofagos e aumento da produgdo de citocinas e outros
mediadores. Clinicamente, a RFA se caracteriza por febre, anorexia, equilibrio
hidrico positivo, leucocitose, anemia, hiperglicemia, hipoalbuminemia, balango
nitrogenado negativo e aumento da VHS. €%

Independente da causa desencadeante, na RFA ocorre aumento da
sintese hepatica e, consequentemente, dos niveis séricos das proteinas de
fase aguda (PFA), que se alteram de forma proporcional a intensidade da

agressao e da destruicao tecidual. ®0) pelo comportamento desses mediadores



no sangue periférico, portanto, pode-se aferir a imunopatogenia dos processos
infecciosos. "

Mudancgas nas concentracdes das PFA, febre, leucocitose, alteragdes na
permeabilidade vascular e um aumento da resposta metabdlica sao
componentes da imunidade inata mediada por citocinas, como Interleucina-1
(IL-1), Interleucina-6 (IL-6) e TNF-o.. ®? Sao exemplos dessas substancias a-
antitripsina, aj.glicoproteina acida (AGA), haptoglobina, ceruloplasmina,
fibrinogénio e proteina C-reativa (PCR). Na tuberculose em atividade, ocorre
uma forte reacéo de fase aguda. "

A familia das PFA é constituida por aproximadamente trinta proteinas
plasmaticas produzidas em quantidade elevada pelo figado durante a
inflamacdo. ®® A regulagdo da producdo das PFA é complexa e o tipo de
resposta € determinado pela presenca de diversos mediadores, divididos em
quatro grupos: dois representados pelas citocinas, que atuam como ativadores
primarios e outros dois considerados moduladores ou co-fatores. #>** O grupo
de citocinas IL-1, que envolve a IL-1 e o TNF-a, induz a produgao de PFA tipo
1, como a AGA, enquanto que a familia de citocinas IL-6, que abrange IL-6 e
Interleucina-11 (IL-11), entre outras, induz a sintese de PFA tipo 2, grupo de
proteinas representadas pelo fibrinogénio. Geralmente, a IL-1a ou 0 TNF-a n&o
tém efeito sobre a produgdo das PFA tipo 2, ao contrario do grupo de
mediadores da familia IL-6, que pode induzir e aumentar sinergicamente a
producdo de PFA tipo 1. 9° Interleucina-10, TNF-a. e IL-6 sdo capazes de
diminuir a transcrigdo do gene para albumina, considerada uma PFA negativa.
® 0Os dois grupos de mediadores que modulam a expressao das PFA
induzidas pelas citocinas sdo os hormdénios, principalmente os glicocorticoides
e os fatores de crescimento, como o TGF-p. ®2%) Qs glicocortildides podem
estimular diretamente a produgédo de algumas PFA, mas sua principal atuagéo
é agir de forma sinérgica com as citocinas. ®>%) O TGF-p aumenta o efeito da
IL-6 sobre alguns genes de PFA, possivelmente estimulando a expressao do
receptor da IL-6. ©®?

A importancia dessas proteinas plasmaticas para o organismo se explica
pela necessidade de inibidores enzimaticos que neutralizem enzimas

proteoliticas liberadas pelos leucdcitos; de proteinas transportadoras



(haptoglobina, PCR), que auxiliem na coleta e no transporte de restos celulares
e produtos de degradacdo, até células fagociticas, a fim de que sejam
processados e armazenados para reaproveitamento (por exemplo, o ferro da
hemoglobina); de cicatrizagao de lesbes, que pede uma grande quantidade de
fibrina vinda da circulagédo sob a forma de fibrinogénio. Dessa forma, a resposta
humoral, com produgéo de reagentes de fase aguda, deve ser encarada como
um fendbmeno estimulado para conter a extensdo da lesdo toda vez que
necessario, mesmo que nem todos os seus componentes sejam utilizados em
cada situacdo. ® As proteinas de fase aguda sao uteis tanto na fase de
diagndstico, como na monitorizagdo da evolugao dos pacientes, ja que podem
ser quantificadas de maneira seriada. ¥

A aj.glicoproteina acida (AGA) é uma proteina plasmatica sintetizada
pelo figado e secretada principalmente pelos hepatécitos, sendo a expressao
de seu gene modulada pela IL-1, IL-6 e por glicocorticdides, no homem, em
camundongos e coelhos. 'Y Recentemente foi demonstrado que a IL-8
também pode aumentar a producdo desta proteina em hepatdcitos humanos

(102

isolados. ) Além das citocinas e dos glicocorticdides, o acido retindico

também esta envolvido com a produgao de proteinas de fase aguda. No que
diz respeito a AGA, o acido aumenta a resposta da IL-6, porém, atua de forma
negativa na modulagdo de mRNA da AGA induzida pelos glicocorticoides.

(102,103)

A proteina C-reativa (PCR) é considerada o marcador mais sensivel e

(104)

especifico da resposta de fase aguda. E o primeiro a ter os niveis

aumentados, quando ha leséo, e também aquele que mais rapidamente atinge
a normalidade, apds a intervengao terapéutica. (19 Como pode ter elevacdes
até mil vezes acima do limite da normalidade, esta substancia pode ser mais
util que outros marcadores de fase aguda que geralmente tém aumentos mais

(96

modestos. ® Este é um exame laboratorial mais sensivel por possuir uma

relagdo temporal muito estreita com os niveis de IL-6 e outros marcadores da

®0) E  produzida pelos hepatdcitos,

inflamacdo como o fibrinogénio.
principalmente sob o controle transcricional da IL-6, sendo que sua
concentragdo no plasma reflete diretamente a intensidade do processo

patologico. (1%9
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Todos esses marcadores, até aqui citados, encontram-se na fragao das
globulinas na eletroforese das proteinas plasmaticas. As globulinas sé&o
convencionalmente divididas em quatro fragdes: a, ay, B € y e desempenham
numerosas fungdes no plasma, sendo responsaveis pela imunidade natural e
adquirida do individuo contra microrganismos invasores. Sao formadas no
figado (50% a 80%) e nos tecidos linféides. (%"

As y-globulinas sédo proteinas dos anticorpos ou imunoglobulinas,
divididas nas fracbes G, A e M e sdo produzidas pelas células plasmaticas
derivadas dos linfocitos B, do figado, ou, em sua maioria, dos tecidos linféides.
(105)

O aumento na sintese de proteinas de fase aguda € acompanhado pela
diminuicdo de outras, chamadas de proteinas de fase aguda negativas, como a
albumina, cujos valores diminuem na presenca de citocinas inflamatodrias.
(108,109)

A velocidade de hemossedimentagdo (VHS) é utilizada por muitos
especialistas, como os infectologistas, para sugerir ampla variedade de
condigdes clinicas, na avaliagdo da gravidade de doengas e até como um
indice geral de saude. "' E um teste inespecifico na documentacdo de
processo inflamatorio, infeccioso ou neoplasico, servindo também para a
inferéncia de sua intensidade e, considerando-se as limitagdes, da resposta a
terapéutica. %

Constitui, portanto, um marcador de fase aguda que traduz maior
agregacao das hemacias, resultante dos processos inflamatorio e necrotico,
como consequéncia da necessidade, no sangue, de proteinas de fase aguda.
Quanto maior a velocidade de assentamento das hemacias, maior a VHS. (')
A sua aceleracao pode ser favorecida pela elevagao no nivel de fibrinogénio e,
menos frequentemente, das ay, B e y-globulinas. Essas proteinas diminuem a
carga negativa dos eritrécitos (potencial zeta), que os mantém separados,
levando a formacdo de um complexo que sedimenta com maior velocidade do
que as células, isoladamente. A remocgao do fibrinogénio, pela desfibrinacao,
diminui a VHS. (1%

A determinagao de VHS néao é teste diagnostico para qualquer doenga,
mas é muito util para monitorizar a progressédo de doencgas inflamatérias, como

a tuberculose. """
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4. Justificativa

O principal suporte para o controle da tuberculose é a rapida e apurada
identificacdo dos individuos infectados para inicio imediato do tratamento. O
método diagnostico mais utilizado € a bacterioscopia de escarro, em que
bacilos sdo demonstrados pela microscopia oOptica. Entretanto, mesmo na
forma pulmonar, 40% a 60% dos pacientes tém baciloscopia negativa. (''%11%
Nesses casos, a presuncgao diagndstica é realizada pela histéria clinica, pelos
antecedentes epidemiolégicos e exames de imagem, sendo, também,
utilizados marcadores de fase aguda inflamatédria, frequentemente alterados
nos processos granulomatosos como resultado da imunopatogenia.

As citocinas tém papel fundamental na organizagao local do processo
inflamatorio tuberculoso, sendo também responsaveis pela indugdao das
proteinas de fase aguda inflamatodrias. Desta forma, a alteragdo dos niveis
dessas proteinas no sangue periférico, juntamente com marcadores clinico-
epidemioldgicos e de imagem, sugestivos de tuberculose, pode ser tomada
como doenga em atividade, mesmo com bacterioscopia de resultado negativo,
permitindo que se proponha um teste terapéutico e diminuindo o tempo de
transmissao do bacilo pelo doente. Além disso, a involugcédo da atividade sérica
dessas proteinas, reflexo da diminuicao de producdo das citocinas, pode ser
tomada como resposta ao tratamento, evitando que ele seja descontinuado

enquanto houver evidéncia de atividade inflamatéria.
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II - Objetivo



1. Objetivo geral

Avaliar a acao do tratamento no processo inflamatério tuberculoso em

pacientes com a forma pulmonar do adulto.

2. Objetivos especificos

Avaliar o comportamento antes, aos trés meses e ao final do tratamento

antituberculose:

1. Dos marcadores de fase aguda do soro: proteinas totais, albumina,
globulinas, a1l-glicoproteina acida (AGA), proteina C-reativa (PCR) e

velocidade de hemossedimentagao (VHS).
2. Das citocinas pré-inflamatérias TNF-a e IFN-y, da antiinflamatéria IL-10 e

da regulatéria TGF-B em sobrenadante de cultura de células mononucleares

totais e mondcitos do sangue periférico.
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III - Casuistica e Métodos



1. CASUISTICA

Foram estudados 28 doentes com tuberculose pulmonar, atendidos no
Servico de Moléstias Infecciosas e Parasitarias do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP - Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” e no Servigo de Moléstias Infecciosas da Secretaria
de Estado da Saude de Bauru. Como controles normais, foram estudados 20
doadores de sangue do Hemocentro do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu, UNESP - Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”.

Foram incluidos apenas os pacientes e os doadores de sangue que
concordaram em participar do estudo, apds o devido esclarecimento e

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

2. METODOS

2.1. Formacgao dos grupos de estudo

Foram formados dois grupos:

Grupo 1 (G1 - 20 individuos): grupo controle, constituido por
individuos normais, com média etaria de 38,5 anos, idade minima de 24 anos
e maxima de 56 anos, todos do sexo masculino, doadores de sangue do
Hemocentro do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu,
UNESP - Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, sem
queixas clinicas. Estes individuos foram avaliados apenas uma vez, para

estabelecer o padrao de normalidade das variaveis estudadas.

Grupo 2 (G2 - 28 doentes): formado por 13 doentes com tuberculose
pulmonar, atendidos no Servigo de Moléstias Infecciosas e Parasitarias do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP -
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” e por 15 doentes
atendidos no Servico de Moléstias Infecciosas da Secretaria de Estado da

Saude de Bauru. Estes doentes tinham tuberculose pulmonar de intensidade
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moderada e foram arrolados no estudo a medida que se apresentavam aos
servicos de saude para diagnéstico e tratamento de. Foram estudados 23
individuos do sexo masculino, com média etaria de 54,34 anos, idade minima
de 21 anos e maxima de 77 anos e 5 individuos do sexo feminino, com média
etaria de 43,4 anos, idade minima de 29 anos e maxima de 74 anos.

Os critérios de inclusdo no estudo: idade maior ou igual a 18 anos,
ambos o0s sexos, diagnostico de tuberculose pulmonar comprovado por
baciloscopia ou cultura positivas para M. tuberculosis ou, entdo, por quadro
clinico-epidemiolégico, exames laboratoriais e de imagem compativeis com
tuberculose em atividade. Foram excluidos todos os pacientes com tuberculose
pulmonar concomitante a outra doenga granulomatosa em atividade ou a
sorologia positiva para HIV.

Todas as variaveis estudadas foram determinadas em trés momentos
nos doentes: M1 — apds o diagndstico e antes do tratamento antituberculose;
M2 - aos trés meses de tratamento; M3 - ao final do tratamento

antituberculose (aos seis meses).

2.2. Diagnéstico de Tuberculose:

2.2.1. Baciloscopia

Pesquisa de bacilos alcool-acido resistentes em esfregagos de amostras
seriadas de escarro, realizada na rotina da Secdo de Microbiologia do
Laboratério Clinico do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu e no Instituto Adolfo Lutz de Bauru. Apds a descontaminagao do
material, pelo método de Petroff modificado, a amostra era centrifugada,
utiizando-se o sedimento para a confeccdo dos esfregacos, com area
aproximada de 2cm x 2cm. Apds secagem em temperatura ambiente, foram
coradas pelo método de Ziehl-Neelsen, com fucsina fenicada e azul de
metileno a 0,3%, conforme as normas do Manual de Bacteriologia da
Tuberculose do Ministério da Satde. ("'® As Iaminas coradas foram submetidas
a microscopia Optica em objetiva de imersdo, sendo observados de 100 a 300

bacilos /campos.

2.2.2. Exame histopatolégico
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Determinacdo por exame histopatolégico do bacilo alcool-acido
resistente, em material de lesdo colhido por equipe médica, em dois doentes
atendidos na Enfermaria de Moléstias Infecciosas e Parasitarias do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, foi realizada no Servico de
Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu. Também foi colhido material
de lesdo de um doente atendido no Servico de Moléstias Infecciosas da
Secretaria de Estado da Saude de Bauru, examinado no Hospital Estadual
Bauru. O exame histopatolégico foi realizado porque o exame baciloscépico foi
negativo e havia necessidade de se estabelecer diagnostico diferencial com

outra etiologia.

2.2.3. Exames de Imagem

Exames de imagem, como raio-X simples e tomografia computadorizada,
fazem parte da rotina de conduta diagnéstica dos casos com suspeita de
tuberculose, e foram realizados segundo indicagdo médica. Os exames de
imagem foram realizados no Setor de Diagndstico por Imagem do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu e o raio-X dos pacientes
atendidos no Servigo de Moléstias Infecciosas da Secretaria de Estado da Saude
de Bauru foram realizados no Setor de Diagnostico por Imagem do Hospital

Manoel de Abreu e do Hospital de Base de Bauru.

2.2.4. Marcadores inflamatérios

A determinagdo quantitativa das proteinas totais e da albumina foi
realizada pelo método colorimétrico, em aparelho do modelo Vitrus 950, marca
Johnson e Johnson. A determinagao quantitativa da PCR foi realizada pelo
método de imunocinética de ponto fixo, em aparelho do modelo Vitrus 950,
marca Johnson & Johnson. A determinacdo quantitativa da a1-glicoproteina
acida foi realizada pelo método turbidimérico, em aparelho do modelo Cobas
Mirar S, da marca Roche. Todos estes exames formam realizados no
Laboratério Clinico do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu.

A determinagédo da velocidade de hemossedimentagao, utilizando-se o

método de Westergreen, foi realizada no Laboratério de Hematologia do
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Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu e pelo Instituto

Lauro de Souza Lima, em Bauru.

2.3. Tratamento

O tratamento antituberculose foi realizado nos doentes com doenca
confirmada por baciloscopia de escarro. Quando ndo se conseguiu demonstrar
o bacilo, o tratamento foi introduzido nos pacientes com quadro clinico-
epidemioldgico e de imagem sugestivos de tuberculose em atividade e com
alteracdo dos marcadores inflamatérios, como as proteinas de fase aguda,
indicativos de doenga em atividade ou, ainda, com presenga de granuloma em
exame histopatoldgico. O tratamento dos pacientes foi realizado durante seis
meses, utilizando-se diferentes combinagbées entre as quatro drogas de

primeira linha: isoniazida, etambutol, pirazinamida e rifampicina.

2.4, Determinagéao das citocinas.

2.4.1. Coleta de sangue

Para a determinagcdo dos niveis de citocinas em sobrenadante de
cultura de células do sangue periférico, nos grupos controle e de doentes com
tuberculose pulmonar, nos trés momentos, foram colhidas amostras de 20 ml
de sangue da veia do antebrago, com observacdo das condutas-padrdao de

antissepsia.

2.4.2. Obtencao de células mononucleares totais e monécitos do
sangue periférico
As células mononucleares do sangue periférico foram obtidas por meio da

R8O anel rico em linfocitos e

separacdo em gradiente de Histopaque
mondcitos foi lavado com meio de cultura RPMI 1640 (Gibco Laboratories, Grand
Island, N. Y.) por mais 5 minutos a 200g. Apos este periodo, a suspensao celular
foi ressuspensa em meio de cultura RPMI suplementado com 2mM de L-
glutamina (Sigma Chemical Co. USA), 40ug/ml de gentamicina e 10% de soro
autdlogo humano inativado (Meio de Cultura de Células Completo: MCCC),

sendo a identificagdo e viabilidade das mesmas realizadas pela contagem com
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Turk (aliquotas de 50ul da suspensao celular sdo incubadas a 37°C durante 10
minutos com 50ul da solugdo do corante a 5%), para células mononucleares
totais, e pela incorporagdo do vermelho neutro (aliquotas de 50ul da suspenséao
celular sdo incubadas a 37°C durante 10 minutos com 0,45ml da solugdo do
corante a 0,02%), para contagem de mondcitos. A seguir, a suspenséo celular foi
distribuida em placas de cultura de 24 orificios, com concentragdo de 2x10%/ml. A
cultura de células totais foi incubada na presenca ou ndo de estimulo. Para
isolamento de mondcitos, apds uma hora de incubagao a 37° C em tenséo de 5%
de CO,, as células ndo aderentes foram eliminadas pela lavagem das placas com
meio de cultura RPMI. Em seguida, as células foram novamente incubadas em

MCCC, na presencga ou nao de estimulos.

2.4.3. Obtencgao de sobrenadantes

As células mononucleares totais (2x10%ml) e mondcitos (2x10%/ml),
obtidas conforme descrito no item anterior, foram incubadas a 37°C, em tenséo
de 5% CO,, na auséncia ou presenga de 8ug/ml de fito-hemaglutinina (PHA) ou
20ug/ml de lipopolissacarideo (LPS), respectivamente. Apds 24 horas, o0s
sobrenadantes foram aspirados, e aliquotas desse material foram conservadas a

-80°C até o momento de sua utilizag&o para dosagem das citocinas.

2.4.4. Dosagem de citocinas
As dosagens das citocinas TNF-a, IFN-y, TGF-B e IL-10 foram realizadas
pela técnica de ELISA, utilizando kits comerciais (R & D Symstems), de acordo

com as indicagdes do fabricante. O limite de deteccéo para cada citocina foi de 5

pg/ml.

2.5. Analise estatistica:

Em G1, foram anotadas as variaveis em um unico momento e esses
valores foram utilizados como padrao de referéncia. Em G2, as variaveis foram
anotadas em trés momentos: M1 — antes; M2 — aos trés meses; M3 — ao final
do tratamento antituberculose. As variaveis consideradas neste estudo foram
arranjadas em dois agrupamentos: 1- resposta inflamatéria no sangue

periférico — velocidade de hemossedimentacaq, proteinas totais, albumina,
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globulinas , a1- glicoproteina acida , proteina C- reativa; 2 - citocinas no
sobrenadante de cultura de células mononucleares totais e monécitos do
sangue periférico - TNF-qa, IFN-y, TGF-3 e IL-10.

Os resultados obtidos ao longo do tempo, no doente sob tratamento,
foram comparados. Para este fim foream utilizados: ANOVA para amostras
dependentes ou Teste de Friedman para comparar os momentos em relagao a
resposta inflamatdéria no sangue periférico, seguido de Teste de Bonferroni ou
Teste de Dunn para comparagdes multiplas entre os momentos; Teste de
Shapiro-Wilk e Teste de Levene para Vverificar normalidade e
homocedasticidade; Intervalo de confianga para a média das variaveis cujo
Teste de Shapiro-Wilk indicou distribuicdo normal; Testest de Student ou
Mann-Whitney para comparar os grupos G1 e G2 em relagdo as citocinas em
cada momento; ANOVA para amostras independentes para comparar 0s
momentos em relacdo as citocinas, seguido do Teste de Bonferroni para
comparag¢des multiplas entre os momentos. A relagdo linear entre a resposta
inflamatoria no sangue periférico e as citocinas em cada momento foi estudada
por meio das correlacbes de Spearman e Pearson. Todos os testes foram
aplicados com nivel de significancia a = 0,05. ("""

O presente estudo foi submetido a e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos, da Faculdade de Medicina de Botucatu,

Unesp — Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.
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IV - Resultados



A caracterizagdo dos 28 doentes com tuberculose pulmonar estudados
(G2) quanto ao género, idade e método de confirmagcdo diagnostica €
apresentada no Quadro 1. Fizeram parte deste grupo 23 (82,14%) individuos
do sexo masculino, com média de idade de 54,34 anos (21 anos - 77 anos) e 5
(17,86%) individuos do sexo feminino, com média de idade de 43,4 anos (29
anos - 74 anos ).

O diagnéstico foi confirmado pela demonstragdo do agente em amostras
de escarro ou em material de bidpsia em 19 (67,86%) do total de 28 pacientes,
sendo que, destes, nove (47,37%) também tinham exames de imagem
compativeis com tuberculose em atividade. Em nove (32,14%) dos 28
pacientes, a demonstragao do agente nao foi realizada. Destes nove pacientes,
seis (66,66%) apresentavam exames de imagem (Rx ou TC) compativeis com
atividade tuberculosa e nos trés (33,34%) restantes, o diagndstico foi
inicialmente presuntivo, pela observagdo do quadro clinico-epidemiologico e
dos exames laboratorais, como proteinas de fase aguda e VHS, e mais tarde

foi confirmado pela resposta positiva ao tratamento especifico.
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Quadro 1. Caracterizagdo dos pacientes com tuberculose pulmonar (G2)

estudados, quanto ao género, idade e método de diagndstico.

Diagnéstico

Paciente Género Idade Demonstragao Exame Outros
(anos) Do agente Imagem

1 M 62 Baciloscopia + >

2 F 40 Baciloscopia - TC

3 M 52 Baciloscopia + TC

4 M 38 Baciloscopia - o T.T.
5 M 47 Baciloscopia + RX

6 M 70 Baciloscopia + RX

Baciloscopia +
7 M 66 Biopsia + TC
8 M 32 ** ** T.T.
Baciloscopia +

9 F 74 Bidpsia + **

10 M 48 Baciloscopia + RX

11 M 35 Baciloscopia + RX

12 F 32 Baciloscopia + >

13 M 45 Baciloscopia + >

14 M 56 Baciloscopia + >

15 M 21 ** RX

16 M 68 * RX

17 M 61 Baciloscopia + >

18 F 42 Baciloscopia + >

19 M 61 ** RX

20 M 40 ** RX

21 M 42 ** RX

22 M 48 Baciloscopia + >

23 M 43 Biopsia + RX

24 F 29 Baciloscopia + >

25 M 42 * * T.T.
26 M 42 Baciloscopia + >

27 M 62 Baciloscopia + RX

28 M 77 Baciloscopia + RX

M: Masculino; F: Feminino; TC: Tomografia computadorizada; Rx: Raio X; T. T.: Teste terapéutico

** Dados nao obtidos
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A andlise dos valores dos marcadores de fase aguda em relagédo ao valor
de referéncia foi realizada apenas nos indicadores cujos dados se distribuiam
de forma a permitir a aplicagao da técnica estatistica.

Na analise dos valores das globulinas (g/dl) dos doentes, apresentados
em meédia e desvio padrao, nos trés momentos, em relagdo aos valores de
referéncia (2,8 a 3,2 g/dl) verificou-se em M1: 3,92 g/dl + 0,72 (IC95%: 3,59 a
4,25); M2: 3,45 g/dl + 0,49 (IC95%: 3,23 a 3,67); M3: 3,49 g/dl + 0,43 (IC95%:
3,29 a 3,69). Portanto, nos trés momentos os doentes apresentaram valores de
globulina acima dos valores de referéncia (Figura 1).

Na analise dos valores das proteinas totais (g/dl), apresentados em média
e desvio padrao, nos trés momentos, em relagao aos valores de referéncia (6,3
a 8,2 g/dl) verificou-se em M1: 7,92 g/dl + 0,59 (IC95%: 7,65 a 8,15); M2: 7,49
g/dl £ 0,68 (IC95%: 7,18 a 7,80); M3: 7,67 g/dl + 0,69 (IC95%: 7,36 a 7,98). Os
valores obtidos dos doentes ndo foram diferentes dos valores de referéncia.

Quanto aos niveis de albumina dos doentes com tuberculose pulmonar,
(G2) apresentados em mediana e quartis, foram encontrados em M1 = 3,90g/dI
(3,40; 4,60); M2 = 4,20g/dl (3,75; 4,40); M3 = 4,30g/dl (3,85; 4,55), que ndo
diferiram dos valores de referéncia (3,5g/dl a 5,0g/dl) (Tabela 1). Com relacéo a
PCR, 22 (81,48%,) do total de 27 pacientes avaliados tinham valores acima do

valor de referéncia (< 1,00).
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Figura 1. Comparagdo dos niveis séricos das globulinas dos doentes com
tuberculose pulmonar antes (M1), aos trés meses (M2) e ao final (M3) do

tratamento antituberculose com os valores normais de referéncia.
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Os valores da a1-glicoproteina acida (AGA) variam conforme o género,
por isso homens e mulheres foram avaliados separadamente. Na analise dos
valores da a1-glicoproteina acida (mg/dl) dos doentes do sexo feminino,
apresentados em média e desvio padrao, nos trés momentos, em relagdo aos
valores de referéncia (40 a 120 mg/dl) verificou-se em M1: 127,5 mg/dl £ 92,78
(1C95%: 12,87 a 242,73); M2: 66,2 mg/dl £ 53,6 (IC95%: -0,20 a 132,60); M3:
43,98 mg/dl + 7,57 (IC95%: 31,94 a 56,02). Somente os valores obtidos dos
doentes antes do tratamento (M1) demonstraram aumento em relagdo ao
intervalo de referéncia, mas nos outros momentos (M2 e M3) ndo houve
diferenca em relac&o aos valores de referéncia (Figura 2).

Na analise dos valores da a1-glicoproteina acida (mg/dl) dos doentes do
sexo masculino, apresentados em média e desvio padrao, nos trés momentos,
em relagdo aos valores de referéncia (50 a 130 mg/dl) verificou-se em M1:
115,4 mg/dl + 46,08 (IC95%: 90,86 a 139,94); M2: 67,44 mg/dl £ 26,69 (IC95%:
50,81 a 81,65); M3: 62,18 mg/dl + 21,35 (IC95%: 50,81 a 73,55). Os valores
obtidos dos doentes do sexo masculino n&do se mostraram diferentes do

intervalo normal de referéncia.
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Figura 2. Comparagdo dos niveis séricos da a1-glicoproteina acida (AGA)

(mg/dl) dos doentes do sexo feminino com tuberculose pulmonar antes (M1),
aos trés meses (M2) e ao final (M3) do tratamento antituberculose com os

valores normais de referéncia.

Os valores do VHS também s&o avaliados conforme o género, entdo
homens e mulheres foram estudados separadamente. Na analise dos valores
do VHS (mm/h) dos doentes (G2) do sexo feminino, apresentados em média e
desvio padrao, nos trés momentos, em relagcao aos valores de referéncia (< 20
mm/h) verificou-se em M1: 65 mm/h + 31,23 (IC95%: 26,31 a 103,69); M2: 20
mm/h £ 12,98 (IC95%: 3,92 a 36,08); M3: 19,33 mm/h £ 13,65 (IC95%: -2,37 a

41,03). Somente os valores obtidos dos doentes antes (M1) demonstraram
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aumento em relagao ao intervalo normal de referéncia. Os outros momentos
(M2 e M3) ndo se mostraram diferentes dos valores normais de referéncia
(Figura 3).

Na analise dos valores do VHS (mm/h) dos doentes do sexo masculino,
apresentados em meédia e desvio padrao, nos trés momentos, em relagdo aos
valores de referéncia (< 10 mm/h) verificou-se em M1: 37,64 mm/h + 28,61
(1C95%: 18,49 a 56,79); M2: 18,32 mm/h = 13,38 (IC95%: 9,36 a 27,28); M3:
10,59 mm/h £ 7,41 (1C95%: 5,63 a 15,55). Os valores obtidos dos doentes
antes (M1) e aos trés meses (M2) foram maiores do que os normais de

referéncia, enquanto que, em M3, nao diferiram destes (Figura 4).

120 +

100 +

80 -

VHS mm/h

20 + [

Referéncia M1 M2 M3

20 +

Figura 3. Comparacao dos niveis séricos do VHS (mm/h) dos doentes do sexo
feminino com tuberculose pulmonar antes (M1), aos trés meses (M2) e ao final

(M3) do tratamento antituberculose com os valores normais de referéncia.
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Figura 4. Comparacao dos niveis séricos do VHS (mm/h) dos doentes do sexo
masculino com tuberculose pulmonar antes (M1), aos trés meses (M2) e ao

final (M3) do tratamento antituberculose com os valores normais de referéncia.

Os valores das variaveis bioquimicas e hematolégica de G2, avaliados
antes (M1), aos trés meses (M2) e ao final (M3) do tratamento antituberculose,
sdo apresentados pela Tabela 1. Algumas dessas variaveis nao foram
realizadas em todos os momentos em alguns dos 28 doentes.

Em relacdo as proteinas totais e fracdes, determinadas em 21 dos 28
doentes, os valores de média e desvio padrdo das globulinas estiveram

significativamente aumentados (p<0,001) em M1 (3,92 g/dl £ 0,72), quando
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comparados a M2 (3,45 g/dl = 0,49) e M3 (3,49 g/dl + 0,43), ndo havendo
diferenga entre os niveis de M2 e M3 (p>0,05). Os valores de albumina,
apresentados em medianas e quartis, ndo demonstraram diferenga significativa
(p>0,05) entre os trés momentos avaliados: M1 = 3,90 g/dl (3,40; 4,60); M2 =
4,20 g/dl (3,75; 4,40); M3 = 4,30 g/dI (3,85; 4,55).

A PCR foi avaliada em 20 dos 28 individuos de G2, por meio de
medianas e quartis, tendo como padrao de normalidade o valor de referéncia: <
1 g/dl e teve niveis mais elevados significativamente (p<0,0001) em M1 = 3,65
g/dl (1,70; 6,60), quando comparado com M2 = 0,95 g/dl (0,30;1,60) e M3 =
0,15 g/dl (0,00; 0,40). Os valores obtidos para M2 também foram
significativamente mais elevados do que para M3 (p<0,0001).

Os resultados da a1-glicoproteina acida e do VHS, aqui apresentados
em média e desvio padrado,sao dependentes do género e por isso homens e
mulheres foram analisados separadamente. Deste modo, em relacdo a a1-
glicoproteina acida, foram avaliados 16 dos 23 homens nos trés momentos
(M1, M2 e M3), as cinco mulheres em M1 e M2 e quatro mulheres em M3.
Entre os homens, os valores da a1-glicoproteina acida eram maiores em M1
(115,40 mg/dl £ 46,08) do que em M2 (67,44 mg/dl + 26,69) e em M3 (62,18
mg/dl £ 21,35) (p<0,0001). N&o houve diferenca significativa entre os valores
de M2 e M3 no grupo dos homens e entre os momentos estudados no grupo de
mulheres.

Quanto ao VHS, 11 dos 23 individuos do sexo masculino foram
avaliados nos trés momentos (M1, M2 e M3), as cinco mulheres em M1 e M2 e
quatro, em M3. Os resultados, apresentados como média e desvio padrdo na
Tabela 1, demonstraram que, entre os homens, o VHS se encontrava mais
elevado significativamente (p<0,0016) em M1 (37,64 mm/h + 28,61) do que em
M2 (18,32 mm/h = 13,38) e M3 (10,59 mm/h £ 7,41). Nao houve diferenga
significativa entre os valores de M2 e M3 no grupo dos homens. Em relagao ao
grupo de mulheres estudado, a comparagéo entre M1 (65,00 mm/h + 31,23) e
M2 (20,00 mm/h £ 12,98) demonstrou que os niveis de VHS se encontravam

significativamente mais elevados em M1 (p<0,025).
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Tabela 1. Comparacdo entre as variaveis bioquimicas (proteinas totais,
albumina, globulinas, PCR e a1-glicoproteina acida) e hematologica (VHS)
encontradas nos trés momentos do tratamento especifico de doentes com

tuberculose pulmonar (G2): antes (M1), aos trés meses (M2) e ao final (M3) do

tratamento.
Variaveis Momentos p
M1 M2 M3
PT (g/dl)
(n=21) 7,92 + 0,59 7,49 0,68 7,67 + 0,69 0,059
(vr: 6,3-8,2 g/dl)
Alb (g/dl)
(n=21) 3,90 (3,40; 4,60) 4,20 (3,75;4,40) 4,30 (3,85; 4,55) 0,331®
(vr: 3,5-5,0 g/dl)
Glob (g/dI)
(n=21) 3,92+0,72 3,45+ 0,49 3,49 0,43 0,001M@
(vr: 2,8-3,2 g/dl)
PCR (g/dl)
(n=20) 3,65(1,70;6,60)  0,95(0,30; 1,60) 0,15 (0,00; 0,40)  <0,0001*
(vr < 1,00 g/dI)
(ni": 6) 115,40 + 46,08 67,44 + 26,69 62,18 + 21,35 <0,0001™M@
AGA (vr: 50-30 mg/dl)
(mg/dl)
F 127,80 + 92,78 66,20 + 53,60 43,98 + 7,57 0.278%
(vr: 40-120 mg/dl) (n=5) (n=5) (n=4) ’
M 37,64 + 28,61 18,32 + 13,38 10,59 + 7,41 0,0016"@
(n=11) 0% £ 20, 32113, 597, ,
VHS (vr < 10mm/h)
(mm/h)
F 65,00 + 31,23 20,00 + 12,98 19,33 + 13,65 0.025%
(vr < 20mm/h) (n=5) (n=5) (n=4) '

PT: proteinas totais; Alb: albumina; Glob: globulinas; PCR: proteina C-reativa; AGA: alfa-1 glicoproteina
acidas; VHS: velocidade de hemossedimentagao; vr: valor de referéncia.

Metodologia utilizada:

(1) ANOVA pareada (a = 0,05). Resumo em média e desvio — padrao.

(2) Friedman (a = 0,05). Resumo em mediana e quartis.

(3) t de Student pareado (a = 0,05). Comparagéo entre momentos 1 e 2. Resumo em média e desvio —
padrao.

(a) mom1 > mom2; mom1>mom3 (a = 0,05 — Teste de Bonferroni)

(b) mom 1 > mom2 > mom3 (a = 0,05 — Teste de Dunn)

(c) mom1 > mom2; mom1>mom3 (a = 0,05 — Teste de Bonferroni)

(d) mom1 > mom2; mom1>mom3 (a = 0,05 — Teste de Bonferroni)
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Em relagdo as citocinas TNF-a, IFN-y, IL-10 e TGF-B, estas foram
determinadas em sobrenadante de cultura de células totais e de mondcitos em
um unico momento no grupo controle (G1) e nos doentes com tuberculose
pulmonar (G2) antes (M1), aos trés meses (M2) e ao final (M3) do tratamento
antituberculose, sem ou com estimulo com PHA (IFN-y) e LPS (TNF-qa, IL-10 e
TGF-B). Assim, antes do tratamento (M1), e sem estimulo, niveis de TNF-a,
apresentados como média e desvio padrdo, em G2 (472,75 pg/ml £+ 164,13)
foram significativamente maiores (p<0,001) que em G1 (125,45 pg/ml + 33,04).
O mesmo ocorreu com o IFN-y, maior em G2 (560,21 pg/ml + 210,98) do que
em G1 (247,35 pg/ml + 56,31), com significancia estatistica (p<0,001). Também
os niveis de IL-10 foram significativamente maiores (p<0,001) em G2 (60,21
pg/ml + 22,15) do que em G1 sem estimulo (9,40 pg/ml + 7,08). Finalmente,
observou-se 0 mesmo com TGF-, em que niveis em G2 (628,89 pg/ml +
172,75) foram significativamente maiores (p<0,001) que em G1 (176,30 pg/ml £
54,73) (Tabela 2; Figura 5).

Tabela 2. Comparagdo das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-10 e TGF-B, em
sobrenadante de cultura de células mononucleares totais e de mondcitos do
sangue periférico, sem estimulo, entre os grupos G1 e G2 antes do tratamento
(M1).

Citocinas G1 G2 p

(pg/ml) (n=20) (n=28)

TNF-a 125,45 + 33,04 472,75 + 164,13* <0,001"
IFN<y 247,35 + 56,31 560,21 + 210,98* <0,001™
IL-10 9,40 + 7,08 60,21 + 22,15* <0,001™M

TGF-B 176,30 + 54,73 628,89 + 172,75* <0,001™M

G1: grupo normal; G2: grupo de doentes com tuberculose pulmonar
Metodologia utilizada:
(1) t de Student (a = 0,05). Resumo em média e desvio — padrao.

* valores significativos quando p<0,05

33



pg/ml

mG1 mG2

900 -
800 - *
700 - *

600 -
500 -
400 -
300 -
200 -
100 -

TNF-alfa IFN-gama IL-10 TGF-beta

Citocinas

Figura 5. Média e desvio padrdo de TNF-a, IFN-y, IL-10 e TGF-B, em
sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue periférico, sem

estimulo, dos grupos G1 e G2 antes do tratamento M1).

Ainda avaliando os valores das citocinas obtidos em sobrenadante de
cultura de células totais e de mondcitos antes do tratamento (M1), porém desta
vez com a utilizacdo de estimulo, observamos que os niveis de TNF-q,
apresentados como média e desvio padrao, em G2 (594,60 pg/ml + 184,40)

foram significativamente maiores (p<0,001) que em G1 (204,20 pg/ml + 64,60).
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O mesmo ocorreu com o IFN-y, significativamente maior em G2 (668,14 pg/ml +
233,13) do que em G1 (316,30 pg/ml + 46,03) (p<0,001). Também os niveis de
TGF-f em G2 (838,19 pg/ml + 163,83) foram significativamente maiores que
em G1 (458,45 pg/ml £ 117,03) (p<0,001). Finalmente, observou-se 0 mesmo
para a IL-10, em que os niveis, apresentados como mediana e quartis, foram
significativamente maiores (p<0,001) em G2 (79,00 pg/ml [65,50; 91,00]) do
que em G1 com estimulo (15,00 pg/ml [10,00; 20,50]) (Tabela 3; Figura 6).

Tabela 3. Comparagdo das citocinas TNF-o, IFN-y, IL-10 e TGF-, em
sobrenadante de cultura de células mononucleares totais e de mondcitos do
sangue periférico, com estimulo®, entre os grupos G1 e G2 antes do tratamento
(M1).

Citocinas G1 G2 P

(pg/ml) (n=20) (n=28)

TNF-a. 204,20 + 64,60 594,60 + 184,40* <0,001"
IFN-y 316,30 + 46,03 668,14 + 233,13* <0,001"
IL-10 15,00(10,00; 20,50) 79,00 (65,50; 9,00)* <0,001®
TGF- 458,45 + 117,03 838,19 + 163,83* <0,001"

*estimulo: LPS (TNF-a, IL-10 e TGF-B) e PHA (IFN-y)

G1: grupo normal; G2: grupo de doentes com tuberculose pulmonar

Metodologia utilizada:

(1) t de Student (a = 0,05) — Teste paramétrico. Resumo em média e desvio — padrao.
(2) Mann - Whitney (a = 0,05) — Teste ndo paramétrico. Resumo em mediana e quartis.

* valores significativos quando p<0,05
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Figura 6. Média e desvio padrdo de TNF-q, IL-10 e TGF-B, em sobrenadante

de cultura de células mononucleares do sangue periférico, com estimulo, dos

grupos G1 e G2 antes do tratamento (M1).
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Figura 7. Mediana e quartis da IL-10, €®R®Brenadante de cultura de células

mononucleares do sangue periférico, com estimulo, dos grupos G1 e G2 antes

do tratamento (M1).
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O estudo das citocinas obtidas em sobrenadante de cultura de células
totais e de mondcitos aos trés meses de tratamento (M2), sem a utilizagao de
estimulo, mostrou niveis de TNF-a, apresentados como média e desvio padréao,
em G2 (342,82 + 125,25) significativamente maiores (p<0,001) que em G1
(125,45 pg/ml £ 33,04). O mesmo ocorreu com a IL-10, maior em G2 (42,18
pg/ml + 18,589) do que em G1 (9,40 pg/ml + 7,089) (p<0,001. Também os
niveis de TGF-p em G2 (493,50 pg/ml + 167,802) foram significativamente
maiores que em G1 (176,30 pg/ml + 54,737) (p<0,001) Finalmente, observou-
se 0 mesmo para o IFN-y, em que os niveis, apresentados como mediana e
quartis, foram significativamente maiores (p<0,001) em G2 (398,82 pg/ml
[263,00; 640,00]) do que em G1 sem estimulo (247,00 pg/ml [205,00; 290,00])
(Tabela 4; Figuras 8 e 9).

Tabela 4. Comparagdo das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-10 e TGF-B, em
sobrenadante de cultura de células mononucleares totais e de mondcitos do
sangue periférico, sem estimulo, entre os grupos G1 e G2 aos trés meses de

tratamento (M2).

Citocinas G1 G2 p

(pg/ml) (n=20) (n=28)

TNF-a. 125,45 + 33,04 342,82 + 125,25* <0,001™M
IFN-y 247,0 (205,00; 290,00)  398,00(26,00; 640,50)* <0,001®@
IL-10 9,40 + 7,08 42,18 + 18,58* <0,001™M

TGF-B 176,30 + 54,73 493,50 + 167,80* <0,001"

G1: grupo normal; G2: grupo de doentes com tuberculose pulmonar.

Metodologia utilizada:

(1) t de Student (a = 0,05) — Teste paramétrico. Resumo em média e desvio — padrao.
(2) Mann - Whitney (a = 0,05) — Teste ndo paramétrico. Resumo em mediana e quartis.

* valores significativos quando p<0,05
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Figura 8. Média e desvio padrdao de TNF-a, IL-10 e TGF-B, em sobrenadante
de cultura de células mononucleares do sangue periférico, sem estimulo, dos

grupos G1 e G2 aos trés meses de tratamento (M2).
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Figura 9. Mediana e quartis do IFN-y, em sobrenadante de cultura de células
mononucleares do sangue periférico, sem estimulo, dos grupos G1 e G2 aos

trés meses de tratamento (M2).
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Em relagédo aos valores das citocinas obtidos em sobrenadante de
cultura de células totais e de mondcitos aos trés meses de tratamento (M2),
porém com a utilizacdo de estimulo, observamos que os niveis apresentados
como média e desvio padrao, em G2 (459,00 pg/ml = 170,70) foram
significativamente maiores (p<0,001) que em G1 (204,20 pg/ml + 64,60). O
mesmo ocorreu com a IL-10, maior em G2 (56,79 pg/ml + 21,67) do que em G1
(16,80 pg/ml + 9,86) (p<0,001). Também os niveis de TGF- em G2 (674,54
pg/ml £ 176,32) foram significativamente maiores (p<0,001) que em G1 (458,45
pg/ml + 117,03). Finalmente, observou-se 0 mesmo para o IFN-y, em que os
niveis, apresentados como mediana e quartis, foram significativamente maiores
(p<0,001) em G2 (504,00 pg/ml [323,00; 742,00]) do que em G1 com estimulo
(304,00 pg/ml [293,50; 367,50]) (Tabela 5; Figura 10 e 11).

Tabela 5. Comparagdo das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-10 e TGF-B, em
sobrenadante de cultura de células mononucleares totais e de mondcitos do
sangue periférico, com estimulo®, entre os grupos G1 e G2 aos trés meses de

tratamento (M2).

Citocinas G1 G2 p

(pg/ml) (n=20) (n=28)

TNF-a, 204,2 + 64,60 459,00 + 170,70* <0,001M
IFN<y 304, (293,50; 367,50)  504,00(323,00; 742,00)* <0,001®@
IL-10 16,80 + 9,86 56,79 + 21,68* <0,001"

TGF-B 458,45 + 117,03 674,54 + 176,32* <0,001"

*estimulo: LPS (TNF-a, IL-10 e TGF-B) e PHA (IFN-y)

G1: grupo normal; G2: grupo de doentes com tuberculose pulmonar.

Metodologia utilizada:

(1) t de Student (a = 0,05) — Teste paramétrico. Resumo em média e desvio — padrao.
(2) Mann - Whitney (a = 0,05) — Teste ndo paramétrico. Resumo em mediana e quartis.

* valores significativos quando p<0,05
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Figura 10. Média e desvio padrdo de TNF-qa, IL-10 e TGF-B, em sobrenadante

de cultura de células mononucleares do sangue periférico, com estimulo, dos

grupos G1 e G2 aos trés meses de tratamento (M2).
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Figura 11. Mediana e quartis do IFN-y, em sobrenadante de cultura de células

mononucleares do sangue periférico, com estimulo, dos grupos G1 e G2 aos

trés meses de tratamento (M2).
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Avaliando os niveis das citocinas obtidos em sobrenadante de cultura de
células totais e de mondcitos ao final do tratamento (M3), sem a utilizagédo de
estimulo, observamos que os niveis de TNF-a, apresentados como média e
desvio padrdo, em G2 (219,29 pg/ml £ 130,07) foram significativamente
maiores (p=0,001) que em G1 (125,45 pg/ml £ 33,04). O mesmo ocorreu com a
IL-10, maior em G2 (27,52 pg/ml + 18,48) do que em G1 (9,40 pg/ml + 7,08)
(p<0,001). O mesmo foi observado para o TGF-B, cujos niveis, apresentados
como mediana e quartis, foram significativamente maiores (p<0,001) em G2
(291,0 pg/ml [225,0; 389,0]) do que em G1 sem estimulo (182,00 pg/ml [132,00;
222,50]). Nao houve diferengca significativa entre os niveis de IFN-y
encontrados em G2 (216,00 pg/ml [195,00; 381,00]) e G1 (247,00 pg/ml
[205,00; 290,00]) (p>0,05) (Tabela 6; Figuras 12 e 13).

Tabela 6. Comparagdo das citocinas TNF-o, IFN-y, IL-10 e TGF-, em
sobrenadante de cultura de células mononucleares totais e de mondcitos do
sangue periférico, sem estimulo, entre os grupos G1 e G2 ao final do
tratamento (M3).

Citocinas G1 G2 p
(pg/ml) (n=20) (n=21)
TNF-a 125,45 + 33,04 219,29 + 130,07* 0,001
IFN-y 247,00 (205,00; 290,00) 216,00 (195,00; 381,00) 0,794
IL-10 9,40 + 7,08 27,52 + 18,48* <0,001"

TGF-B 182,00 (132,00; 222,05)  291,0 (225,00; 389,00)*  <0,001%

G1: grupo normal; G2: grupo de doentes com tuberculose pulmonar.

Metodologia utilizada:

(1) t de Student (a = 0,05) — Teste paramétrico. Resumo em média e desvio — padrao.
(2) Mann - Whitney (a = 0,05) — Teste ndo paramétrico. Resumo em mediana e quartis.

* valores significativos quando p<0,05
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Figura 12. Média e desvio padrdo de TNF-a e IL-10 em sobrenadante de

cultura de células mononucleares do sangue periférico, com estimulo, dos

grupos G1 e G2 ao final do tratamento (M3).
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Figura 13. Mediana e quartis do TGF-3, em sobrenadante de cultura de células

mononucleares do sangue periférico, sem estimulo, dos grupos G1 e G2 ao

final do tratamento (M3).
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Com a utilizacdo de estimulo, em sobrenadante de cultura de células
totais e de mondcitos, ao final do tratamento (M3), observamos que os niveis
de IL-10, apresentados como média e desvio padréo, em G2 (39,80 pg/ml +
23,80) foram significativamente maiores (p<0,001) que em G1 (16,80 pg/ml +
9,86). O mesmo ocorreu para os niveis de TNF-a, apresentados como mediana
e quartis, e que estavam também significativamente mais elevados em G2
(281,0 pg/ml [181,5; 499,0]) do que em G1 (205,0 pg/ml [153,5; 243,5])
(p=0,028). Nao houve diferenga significativa (p>0,05) entre os niveis de IFN-y,
apresentados como mediana e quartis, encontrados em G2 (340,00 pg/ml
[243,50; 507,50]) e em G1 (304,00 pg/ml [293,50; 367,50]) e de TGF-B
encontrados em G2 (440,00 pg/ml [332,00; 527,5]) e em G1 (462,50 pg/ml
[389,00; 559,00]) (Tabela 7; Figuras 14 e 15).

Tabela 7. Comparagdo das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-10 e TGF-B, em
sobrenadante de cultura de células mononucleares totais e de mondcitos do
sangue periférico, com estimulo®, entre os grupos G1 e G2 ao final do
tratamento (M3).

Citocinas G1 G2 P
(pg/ml) (n=20) (n=21)
TNF-a 205,00 (153,50; 243,50) 281,00 (181,50; 499,00)*  0,028@
IFN-y 304,00 (293,50; 367,50) 340,00 (243,50; 507,50) 0,489?
IL-10 16,80 + 9,860 39,80 + 23,80* <0,001"
TGF- 462,50 (389,00; 559,00 440,00 (332,00; 527,50) 0,715®@

*estimulo: LPS (TNF-a, IL-10 e TGF-B) e PHA (IFN-y)

G1: grupo normal; G2: grupo de doentes com tuberculose pulmonar.

Metodologia utilizada:

(1) t de Student (a = 0,05) — Teste paramétrico. Resumo em média e desvio — padrao.
(2) Mann - Whitney (a = 0,05) — Teste ndo paramétrico. Resumo em mediana e quartis.

* valores significativos quando p<0,05
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Figura 14. Média e desvio padrao da IL-10 em sobrenadante de cultura de
células mononucleares do sangue periférico, com estimulo, dos grupos G1 e
G2 ao final do tratamento (M3).
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Figura 15. Mediana e quartis do TNF-a, em sobrenadante de cultura de células
mononucleares do sangue periférico, com estimulo, dos grupos G1 e G2 ao

final do tratamento (M3).
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Realizou-se, ainda, a comparacao dos valores das citocinas TNF-a, IFN-
v, IL-10 e TGF-B, apresentados como média e desvio padréo, encontrados no
sobrenadante de cultura de células totais e de mondcitos do sangue periférico,
sem estimulos, dos doentes com tuberculose pulmonar (G2), antes (M1), aos
trés meses (M2) e ao final (M3) do tratamento antituberculose, sem ou com
estimulo com PHA (IFN-y) e LPS (TNF-a, IL-10 e TGF-B). Assim, sem a
utilizagéo de estimulos, os niveis, de TNF-a. em M1 (485,3 pg/ml + 167,8) foram
significativamente maiores (p<0,001) que em M2 (343,3 pg/ml + 138,0) e que
em M3 (219,3 pg/ml £ 113,1). Os valores de TNF-a encontrados em M2
também foram significativamente maiores do que em M3 (p<0,01). O mesmo
ocorreu com o IFN-y, pois os niveis encontrados em M1 (532,2 pg/ml + 202,2)
estavam significativamente mais elevados do que em M2 (440 + 216,3)
(p<0,01) e do que em M3 (295,6 pg/ml + 147,2) (p<0,001). Os valores de IFN-y
encontrados em M2 também foram significativamente mais elevados (p<0,001)
do que os em M3. Para a IL-10, sem estimulo, os niveis encontrados em M1
(60,33 pg/ml + 147,20) foram significativamente maiores (p<0,001) do que em
M2 (42,57 pg/ml + 21,21) e em M3 (27,52 pg/ml + 18,48) (p<0,001). Os niveis
de IL-10 em M2 também foram significativamente maiores que os de M3
(p<0,001). Finalmente, foi observado o mesmo comportamento para os niveis
do TGF-B, que em M1 (636,60 pg/ml + 191,40) se encontravam
significativamente maiores (p<0,001) do que em M2 (492,0 pg/ml + 185,10) e
M3 (318,30 pg/ml + 135,70). Os niveis de TGF-f também foram
significativamente mais elevados em M2 do que em M3 (p<0,001) (Tabela 8;
Figura 16).
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Tabela 8. Comparacéo das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-10 e TGF- de G2, em

sobrenadante de cultura de células mononucleares totais e de mondcitos do

sangue periférico, sem estimulo, antes (M1), aos trés meses (M2) e ao final

(M3) do tratamento.

Citocinas M1 M2 M3 p
(pg/ml)

TNF-a 485,30+16,80 343,30+138,00 219,3 + 113,10 <0,0001™"
(n=21)

IFN-y 532,20; 202,20  440,00+216,30 29560+147,20  <0,0001®
(n=21)

IL-10 60,33 £ 23,11 42 57 + 21,21 27,52 + 18,48 <0,0001®
(n=21)

TGF-p 636,60+191,40  492,50+185,10 318,30+135,70  <0,0001“

(n=21)

G1: grupo normal; G2: grupo de doentes com tuberculose pulmonar.
Metodologia utilizada:

(*) ANOVA para amostras dependentes (a = 0,05)

(1) M1>M2 (p<0,001); M1>M3 (P<0,001); M2>M3 (P<0,01)
(2) M1>M2 (p<0,01); M1>M3 (p<0,001); M2>M3 (p<0,001)
(3) M1>M2 (p<0,001); M1>M3 (p<0,001); M2>M3 (p<0,001)
(4) M1>M2 (p<0,001); M1>M3 (p<0,001); M2>M3 (p<0,001)

(Teste de Bonferroni ao nivel de significancia a =0,05)
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Figura 16. Média e desvio padrdo de TNF-a, IFN-y, IL-10 e TGF-B de G2, em
sobrenadante de cultura de células mononucleares totais e de mondcitos do
sangue periférico, sem estimulo, antes (M1), aos trés meses (M2) e ao final
(M3) do tratamento.

Os valores das mesmas citocinas, obtidas em sobrenadante de cultura
de células totais e de mondcitos, foram avaliados apds a utilizacido de
estimulos, verificando-se que os niveis de TNF-a, em M1 (601,90 pg/ml +
193,10) foram significativamente maiores que em M2 (472,40 pg/ml + 190,10)
(p<0,01) e que em M3 (321,40 pg/ml + 158,90) (p<0,001). Em M2, os valores
de TNF-a encontrados também foram significativamente maiores do que em
M3 (p<0,01). O mesmo ocorreu com o IFN-y, em que os niveis encontrados em
M1 (646,70 pg/ml + 222,80) estavam significativamente mais elevados
(p<0,001) do que em M2 (523,80 pg/ml + 229,70) e do que em M3 (392,60
pg/ml + 191,10). Os valores de IFN-y encontrados em M2 também foram
significativamente mais elevados (p<0,001) do que os em M3. Os niveis de IL-
10 apds estimulo, encontrados em M1 (81,05 pg/ml + 24,58) foram

significativamente maiores (p<0,001) do que em M2 (56,81 pg/ml + 24,58) e em
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M3 (39,86 pg/ml + 23,82) (p<0,001). Por sua vez, os niveis de IL-10 em M2

foram significativamente maiores que os de M1 (p<0,001). Finalmente, foi

observado o0 mesmo comportamento para os niveis do TGF-, que em M1

(837,50 pg/ml + 180,90) se encontravam significativamente maiores (p<0,001)
do que em M2 (676,80 + 175,10) e M3 (476,10 pg/ml + 200,00). Os niveis de

TGF-p também foram significativamente mais elevados em M2 do que em M3

(p<0,001) (Tabela 9; Figura 17).

Tabela 9. Comparagéo das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-10 e TGF- de G2, em

sobrenadante de cultura de células mononucleares totais e de mondcitos do

sangue periférico, com estimulo®, antes (M1), aos trés meses (M2) e ao final

(M3) do tratamento.
Citocinas M1 M2 M3 p
(pg/ml)
TNF-a 601,90+193,10 472,40 + 190,10  321,40+158,90  <0,0001"
(n=21)
IFN-y 646,70+222,80  523,804229,70  392,60+191,10  <0,0001®
(n=21)
IL-10 81,05 + 24,58 56,81 + 24,58 39,86 + 23,82 <0,0001®
(n=21)
TGF-B 837,5+ 180,9 676,8 + 175,1 476,1 + 200 <0,0001®
(n=20)

*estimulo: LPS (TNF-a, IL-10 e TGF-B) e PHA (IFN-y)

G1: grupo normal; G2: grupo de doentes com tuberculose pulmonar.
Metodologia utilizada:

(*) ANOVA para amostras dependentes (a = 0,05)

(1) M1>M2 (p<0,01); M1>M3 (p<0,001); M2>M3 (p<0,01)

(2) M1>M2 (p<0,001); M1>M3 (p<0,001); M2>M3 (p<0,001)

(3) M1>M2 (p<0,001); M1>M3 (p<0,001); M2>M3 (p<0,001)

(4) M1>M2 (p<0,001); M1>M3 (p<0,001); M2>M3 (p<0,001)

(Teste de Bonferroni ao nivel de significancia a =0,05)

);
);
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Figura 17. Média e desvio padrdo de TNF-a, IFN-y, IL-10 e TGF-B de G2, em
sobrenadante de cultura de células mononucleares totais e de mondcitos do
sangue periférico, com estimulo, antes (M1), aos trés meses (M2) e ao final
(M3) do tratamento.

A correlagao realizada entre os valores séricos das globulinas e do PCR
com os das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-10 e TGF-B em sobrenadante de cultura
de células mononucleares periféricas totais e mondcitos dos pacientes com
tuberculose pulmonar (G2), sem a utilizagdo de estimulos, nos trés momentos
(M1, M2 e M3), é apresentada pela Tabela 10. Assim, em M1, foi observada
correlagdo negativa entre globulinas e todas as citocinas realizadas, sendo que
houve significancia estatistica (p<0,05) apenas na correlagdo com IFN-y e IL-

10. Em M2, houve correlagdo negativa entre as globulinas e todas as citocinas
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determinadas, porém, sem significancia (p=0,05). Finalmente, em M3 foi
observada correlagdo positiva entre globulinas e TNF-a, IFN-y e TGF- e
negativa com IL-10, tudo isso sem significancia (p=0,05). Quanto a PCR, em
M1 houve correlagdo negativa com o TNF-o e positiva com as demais
citocinas, porém em nenhum caso com significancia (p=0,05). Em M2, houve
correlagdo positiva ndo significante entre a PCR e todas as citocinas
determinadas (p=0,05). Finalmente, em M3 foi observada correlagdo positiva
entre a PCR e todas as citocinas determinadas, também tudo sem significancia
(p=0,05).

Tabela 10. Correlagéao entre valores de globulinas e proteina C reativa séricas
e de TNF-a, IFN-y, IL-10 e TGF-B, em sobrenadante de cultura de células
mononucleares totais € de mondcitos do sangue periférico de G2, sem

estimulacdo, antes (M1), aos trés meses (M2) e ao final (M3) do tratamento.

Glob © PCR @
Citocina (g/di) (g/di)

(pg/mi) M1 M2 M3 M1 M2 M3
(n=28) (n=28) (n=21) (n=27) (n=28) (n=21)
TNF-o.  -0,303 0,017 0,289 -0,094 0,112 0,051
IFN-y  -0,425* -0,321 0,050 0,061 0,194 0,226
IL10  -0,408* -0,289 -0,061 0,096 0,313 0,014
TGF-B  -0,176 -0,045 0,365 0,111 0,297 0,257

G2: pacientes com tuberculose pulmonar; Glob: gloculina; PCR: proteina reativa C
Metodologia utilizada:
(a) Correlagdo de Spearman

* valores significativos quando p<0,05

Em G2, nos individuos do sexo feminino, a correlagao realizada entre os
valores séricos do VHS e da a1-glicoproteina acida com os das citocinas TNF-
a, IFN-y, IL-10 e TGF-p de sobrenadante de cultura de células mononucleares
periféricas totais e de mondcitos, sem a utilizacdo de estimulos, nos trés

momentos (M1, M2 e M3), é apresentada na Tabela 11. Assim, em M1, houve
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correlagao positiva do VHS com TNF-a, IFN-y e IL-10 e negativa com o TGF-f,
mas sem significancia (p=0,05). Em M2, houve correlagdo negativa do VHS
com TNF-o e positiva com as demais citocinas avaliadas, também sem
significancia (p=0,05). Em M3, houve correlacao negativa entre VHS e todas as
citocinas realizadas, sendo que houve significancia estatistica (p<0,05) apenas
na correlagdo com IFN-y e IL-10. Quanto a a1-glicoproteina acida, em M1
houve uma correlagdo negativa com o IFN-y e positiva com as demais
citocinas, tudo isso sem significancia (p=0,05). Em M2, houve correlagéo
positiva da a1-glicoproteina acida com TNF-o e negativa com as demais
citocinas determinadas, sem significancia (p=0,05). Finalmente, em M3 foi
observada correlagédo positiva entre a1-glicoproteina acida com o TNF-a e o

TGF-B e negativa entre com IFN-y e IL-10, também sem significancia (p=0,05).

Tabela 11. Correlagao entre valores da velocidade de hemossedimentacgao e
a1-glicoproteina acida séricos e de ao TNF-a, IFN-y, IL-10 e TGF-, avaliados
nos individuos do sexo feminino de G2 em sobrenadante de cultura de células
mononucleares totais e de mondcitos do sangue periférico sem estimulagao,

antes (M1), aos trés meses (M2) e ao final (M3) do tratamento.

VHS @ AGA

Citocina (mm/h) (mg/d)
(pg/ml) M1 M2 M 3 M1 © M2 © M3 @
(n=5) (n=5) (n=3) (n=5) (n=5) (n=4)
TNF-a 0,100 0,500 -0,500 0,200 0,500 0,200
IFN-y 0,600 -0,100 -1,000 * -0,300 -0,100 -0,316
IL-10 0,410 -0,308 -1,000 * 0,718 -0,300 -0,258
TGF-$ -0,718 -0,100 -0,500 0,051 -0,100 0,200

G2: pacientes com tuberculose pulmonar; VHS: velocidade de hemossedimentacgao; AGA: a.1-
glicoproteina acida

Metodologia utilizada:

(a) Correlacao de Spearman

(b) Correlagao de Pearson
* valores significativos quando p<0,05
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A correlagao realizada nos individuos do sexo masculino de G2, entre os
valores séricos do VHS e da a1-glicoproteina acida séricos com os das
citocinas TNF-a, IFN-y, IL-10 e TGF-B em sobrenadante de cultura de células
mononucleares periféricas totais e de mondcitos, sem a utilizagao de estimulos,
nos trés momentos (M1, M2 e M3), € apresentada pela Tabela 12. Assim, em
M1, houve correlagao positiva ndo significativa do VHS com TNF-a. e TGF-3 e
negativa com as demais citocinas avaliadas (p=0,05). Em M2, houve correlagéo
negativa do VHS com TNF-a, IFN-y e TGF-f e positiva com IL-10, sem
significancia (p20,05). Em M3, houve correlagdo negativa entre VHS e TGF-$ e
positiva com todas as demais citocinas realizadas, tudo sem significancia
(p=0,05). Quanto a a1-glicoproteina acida, em M1 houve uma correlagdo
positiva com TNF-a e TGF-B e negativa com o IFN-y e IL-10, tudo sem
significancia (p=0,05). Em M2, houve correlagédo negativa da a1-glicoproteina
acida com TNF-a e TGF-B e positiva com IFN-y e IL-10, tudo isso sem
significancia (p=0,05). Finalmente, em M3 foi observada correlagdo positiva
entre a1-glicoproteina acida com IL-10 e negativa com as demais citocinas

determinadas, também tudo sem significancia (p=0,05).
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Tabela 12. Correlagao entre valores da velocidade de hemossedimentagao e

a1-glicoproteina acida séricos e de TNF-a, IFN-y, IL-10 e TGF-f, avaliados nos

individuos do sexo masculino de G2 em sobrenadante de cultura de células

mononucleares totais e de mondcitos do sangue periférico sem estimulagao,

antes (M1), aos trés meses (M2) e ao final (M3) do tratamento.

VHS @ AGA

Citocina (mm/h) (mg/dl)
(pg/m) M1 M2 M3 M1 ® M2 © M3 @
(n=22) (n=18) (n=15) (n=22) (n=23) (n=17)
TNF-o 0,151 -0,337 -0,004 0,016 -0,086 -0,056
IFN-y -0,056 -0,389 -0,206 -0,020 0,143 -0,148
IL10 -0,089 0,056 -0,058 -0,012 0,190 0,198
TGF-B  -0,227 -0,322 0,081 0,023 -0,045 -0,054

G2: pacientes com tuberculose pulmonar;

glicoproteina acida

Metodologia utilizada:

(a) Correlacao de Spearman

(b) Correlagao de Pearson

* valores significativos quando p<0,05

VHS: velocidade de hemossedimentagao; AGA: a1-
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TV - Discussdo



A tuberculose ainda permanece como um dos principais problemas de
saude em todo o mundo, especialmente nos paises em desenvolvimento,
apesar dos esforgos para se obter melhor diagndstico e tratamento da doenga.
(118 Em sua forma pulmonar, a tuberculose causa por ano, no mundo, cerca de
trés milhdes de Obitos, superando a mortalidade pela aids, malaria, diarréia,

19 No Brasil, cerca de seis

hanseniase e outras doengas tropicais somadas.
mil mortes s3o reportadas todo ano. (2%

Diversos estudos mostram a maior prevaléncia da tuberculose entre
individuos do sexo masculino. (?'22 Na presente casuistica, esse achado
também foi observado. Essa maior ocorréncia entre os homens pode ser
devida, entre outras causas, a diferengas biolégicas entre os géneros, como
resposta imune; diferengas epidemioldgicas entre homens e mulheres, como
exposicao ao M. tuberculosis, ligadas as atividades profissionais e diferengas
nos habitos, como o de fumar. ('"®® A média de idade encontrada nos pacientes
deste estudo também foi semelhante a relatada por outros autores, em
trabalhos realizados no Brasil. (2122

Entre os obstaculos que dificultam o controle da doencga citam-se o
tratamento de longa duracao e a falta de marcadores que indiquem o sucesso
ou falha da terapéutica especifica. (''® A cultura de escarro, realizada apds oito
semanas de tratamento, tem sido utilizada como uma referéncia de resposta as
drogas antituberculose. Entretanto, este método ndo é ideal para o
acompanhamento da resposta ao tratamento em tempo real, pois a espera
exigida até que o resultado seja conhecido, por volta de seis semanas, é muito
longa. Entdo, o encontro de marcadores que indiquem a efetividade do
tratamento na contensdo do processo inflamatorio é essencial, uma vez que a
cura muitas vezes € baseada somente nos aspectos clinicos, radiolégicos e em
um diagnostico bacteriolégico negativo, realizado em escarro emitido

espontaneamente ou em lavado bronco-alveolar. (%%

Ribeiro-Rodrigues et al. ('®

realizaram estudo interessante, cujos
resultados sugerem que as citocinas produzidas no pulm&o podem ser
utilizadas como marcadores de evolugao para cura. No estudo, esses autores
demonstram que, ao longo do tratamento, é possivel verificar diminuicdo dos
niveis de IFN-y, TNF-a e IL-8 produzidas no foco da infecgdo por meio da

avaliacdo destas citocinas no escarro, em amostras coletadas antes e apos
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duas, quatro, oito e 12 semanas de tratamento. Como essas citocinas tém uma
estreita relagdo com o desaparecimento da micobactéria, podendo, até,
precedé-lo, os autores sugerem sua utilizagdo como marcadores de atividade
da doenca e do processo de inflamacdo, assim como para a avaliacdo da
resposta a novos tratamentos antituberculose. Embora no estudo ora em
discussdao nido se tenham determinado os niveis dessas substancias pro-
inflamatorias no local da lesdo, os resultados obtidos com a dosagem das
citocinas produzidas por células mononucleares do sangue periférico também
mostraram diminuigdo dos seus valores ao longo do tratamento.

A importancia das citocinas na patogenia da tuberculose € incontestavel,
pois, Nn&o sO sao responsaveis pela interagdo do linfécito T com o macrofago
infectado, fator central da imunidade protetora contra o M. tuberculosis, como
também sdo produzidas durante essa interagdo. “® Agindo sobre o figado, as
citocinas proé-inflamatérias induzem a producao de PFA, substancias que tém

(125 Na forma

papel fundamental no processo inflamatério tuberculoso.
pulmonar da doenca, a acido das citocinas inflamatodrias ativa uma forte RFA,
local e sistémica, como resultado de um complexo de respostas homeostaticas
e fisioldgicas por elas induzidas. ©''%® Diversos estudos tém demonstrado
essa forte RFA, pela elevacdo de PFA em pacientes com tuberculose
pulmonar. 2”3 Além de promover aumento ou diminuicdo dos niveis
plasmaticos dessas proteinas, as citocinas sdo responsaveis pelos sintomas
encontrados na doenca em atividade, como, febre, leucocitose e mudancgas
neuro-enddcrinas. (121122

Na tuberculose, a RFA pode ser caracterizada por uma elevagcado na
concentracdo plasmatica da PCR. (*? E provavel que os valores circulantes
dessa proteina, na infecgao pela micobactéria, representem o melhor reflexo do
processo inflamatério e do dano tecidual, com atuagdo acima da de outros
parametros, também de fase aguda, como a viscosidade plasmatica e o VHS.
(19) Em relacdo ao VHS, Oliva et al. (informagao pessoal) estudando pacientes
com tuberculose pulmonar do Hospital das Clinicas de Botucatu, verificaram
valores deste marcador de fase aguda significativamente mais elevados do que
os normais. Outros autores sugerem que a normalizagdo do VHS pode ser um
marcador de boa resposta ao tratamento de doengas subagudas e crénicas,

como a tuberculose. (133134

Oliva VM, Cezario GAG, Cocato RA, Marcondes-Machado J. Hematology and serum biochemistry
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Além de marcadores de atividade, as PFAs também tém sido estudadas
como avaliadoras do efeito do tratamento especifico na tuberculose pulmonar.
Immanuel et al, (" observando pacientes antes, durante, ao final do
tratamento e aos doze meses poés-tratamento especifico, demonstraram
diminuicao na concentragao de PCR, ceruloplasmina, haptoglobina e AGA.

Outro trabalho, que avaliou esses doentes no momento do diagndstico e
apdés um, dois e quatro meses de tratamento especifico, mostrou elevacao
significativa de 1gG, IgM, a-1 antitripsina (AAT) e haptoglobina nas
quantificacbes iniciais, ao passo que o0s niveis de transferrina e o2-
macroglobulina apresentaram diminuigao significativa. Nao foram observadas
mudangas nos niveis de albumina, IgA e fator C3 do complemento. Todas
essas proteinas estudadas tiveram seus niveis diminuidos no decorrer da
terapia, mas, aos quatro meses de tratamento, os niveis de IgG e AAT ainda se
encontravam significativamente mais elevados que os normais, enquanto que o
nivel de haptoglobina teve uma queda importante, atingindo valores até abaixo
do padréo de normalidade. (3¢

Suzuki et al., '®") estudando a efetividade do tratamento da tuberculose
pulmonar, determinou os niveis séricos de PCR, AGA, haptoglobina, AAT e
acido sialico, correlacionando-os com outros indicadores bioquimicos, como
imunoglobulinas séricas (IgG, IgA e IgM) e VHS em doentes. Os autores
verificaram que os niveis de AGA, haptoglobina, AAT e acido sialico estavam
significativamente mais elevados na fase pré-tratamento do que os de
individuos normais e foram diminuindo até a normalidade, trés a cinco semanas
apos a negativagao da cultura para o bacilo da tuberculose, enquanto que a
PCR, as imunoglobulinas e o VHS demonstraram tendéncia para niveis mais
baixos do que os dos controles normais. Os autores, entdo, sugerem a
utilizacdo de AGA, haptoglobina, AAT e do &cido sidlico como indicadores
bioquimicos sensiveis de progndstico e monitoramento da resposta ao
tratamento antituberculose.

(138) avaliando pacientes com tuberculose pulmonar,

Também Plit et al.,
verificaram queda significativa nos niveis plasmaticos pré-tratamento de PCR e
ferritina, quando comparados aos obtidos ao final de seis meses de terapia

especifica.
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Outro estudo de pacientes com tuberculose pulmonar em atividade
constatou, antes da introduc¢do do tratamento, valores de VHS, PCR, glébulos
brancos totais e de granulécitos significativamente mais elevados do que os de
individuos normais. Apds os seis meses de tratamento, tanto os niveis de PCR,
como os dos parametros hematologicos, encontravam-se normais. (139)

Os resultados do presente estudo estdo, em geral, condizentes com os
da literatura, pois os doentes com tuberculose pulmonar apresentaram
aumento significativo de globulinas, AGA, PCR e VHS antes do tratamento em
relacdo aos niveis encontrados apods trés e seis meses de terapia. Os
resultados permitem sugerir, assim como o fizeram outros autores, a utilizagao
desses parametros para avaliar o efeito do tratamento especifico em doentes
com a forma pulmonar da doenca. Como estes marcadores mostraram, no
momento inicial, aumento significativo dos niveis na maioria dos pacientes, em
relagdo aos normais, talvez também possam ser utilizados para auxiliar o
diagnodstico presuntivo da doenga em individuos com baciloscopia negativa,
mas com epidemiologia e exames de imagem sugestivos da doenga, o que
torna mais segura a indicagao do teste terapéutico.

O aumento de PFA na tuberculose esta intimamente relacionado com a
resposta imune envolvida na formacdo do processo inflamatorio
granulomatoso. Na resposta imune do hospedeiro contra o M. tuberculosis, a
formagao do granuloma é uma das multiplas fun¢des das citocinas, juntamente
com o desenvolvimento da hipersensibilidade tardia. '*>'*" Sharma et al. "
demonstraram uma elevada producgéao de IL-12, TNF-a e 6xido nitrico (NO) por
monocitos do sangue periférico de pacientes com infeccdo pelo M.
tuberculosis, ou por mondcitos estimulados com  componentes
micobacterianos, demonstrando que as células sdo imunocompetentes.

Na fase inicial da infecgao tuberculosa, com o predominio da imunidade
celular de perfil Th1, protetor, ha producdo elevada das citocinas pro-

(143-147)

inflamatorias, como o IFN-y, estimulantes da RFA. Em estadios

evolutivos mais avangados, como o da doenga em atividade, predomina a

imunidade do tipo Th2, com producdo de IL-4 e IL-10, citocinas

(148149 Quando a resposta Th2

o, (150-152

antiinflamatodrias, supressoras da resposta Th1.
€ excessiva, ha estimulo para desenvolvimento de fibros ) O tratamento

efetivo recupera a resposta Th1, com subsequente contensao do bacilo.
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Pelo seu papel destacado na fisiopatologia do processo inflamatério,
induzido pelo M. tuberculosis, varios autores tém demonstrado a importancia
das citocinas como marcadores de atividade da tuberculose ou de resposta ao
tratamento especifico. (1521%%)

Olobo et al. *® encontraram niveis de TNF-o. elevados no fluido pleural
dos doentes com pleurite tuberculosa e até no plasma de contactantes
saudaveis de pacientes com tuberculose pulmonar. Na doenga recém-
diagnosticada, monocitos de pacientes, estimulados com LPS ou BCG,
apresentaram producdo aumentada de TNF-o, em comparacido com os de

casos cronicos. (1%

) Este dado igualmente é encontrado no soro dos doentes
apos o inicio do tratamento. ** Outro estudo demonstrou elevada producéo de
TNF-a por células mononucleares do sangue periférico de pacientes
estimuladas com antigeno do M. tuberculosis, quando comparada ao controle.
(15%) Este e outros estudos sugerem que o TNF-o € necessario no estadio inicial
para limitar a multiplicacdo da micobactéria, sendo sua rapida producao

(1) No presente

essencial para o controle da tuberculose no hospedeiro.
estudo, a produgdo de TNF-o pelos mondcitos do sangue periférico dos
pacientes, com ou sem estimulo com LPS, também foi significativamente mais
elevada, antes do inicio, aos trés meses e ao final do tratamento, quando
comparada a do grupo controle.

No trabalho de Moura et al., " células mononucleares do sangue
periférico de um grupo de pacientes com tuberculose pulmonar em atividade,
estimuladas com BCG, produziam niveis elevados de TNF-a, que nao diferiram
dos niveis de outro grupo de pacientes que ja haviam concluido o tratamento, o
que mostra seu papel, além de na imunopatogenia, também na prote¢cdo. Em
outro estudo, pacientes com tuberculose tinham os niveis séricos de TNF-q,
antes do tratamento, significativamente mais elevados do que os de individuos

%) Deveci et al. (1%

normais e com tuberculose inativada pelo tratamento. (
observaram que os niveis de TNF-a iam diminuindo significativamente apés
dois, quatro e seis meses de tratamento, nos pacientes com tuberculose
pulmonar em atividade. Os resultados do presente estudo também mostraram
diminuicdo significativa nos niveis de TNF-a em relagdo ao momento do

diagnostico, aos trés meses e ao final do tratamento antituberculose.
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Sahiratmadja et al. "*® encontraram niveis de TNF-o significativamente
mais elevados, em sobrenadante de cultura de células mononucleares
periféricas, estimuladas com M. tuberculosis ou LPS, de doentes com
tuberculose pulmonar antes do tratamento, quando comparados aos controles
normais. Esses niveis foram menores apds dois meses de terapia especifica,
atingindo valores préximos aos do controle, ao final do tratamento (seis
meses). Além disso, observaram que a producédo de TNF-a, induzida pelo LPS,
foi significativamente maior se comparada a induzida pelo sonicato de M.
tuberculosis. Estes resultados, muito semelhantes aos obtidos nesta pesquisa,
e que estdo de acordo com a maioria dos autores que estudaram a atuacgao do
TNF-a no processo tuberculoso, permitem que se sugira a utilizagdo desta
citocina como marcador de atividade inflamatdria e de resposta ao tratamento,
no atendimento de doentes com tuberculose pulmonar.

Quanto ao IFN-y, outra importante citocina para a formagédo do
granuloma, Shams et al. (157) demonstraram que pacientes com tuberculose
pulmonar avangada, no inicio do tratamento, tém proporcéo reduzida de células
TCD4" e TCD8" que produzem esta substdncia e também reducdo na
producdo do IFN-y em resposta ao M. tuberculosis, quando comparadas a
individuos saudaveis reatores ao teste da tuberculina. " Esta inibicdo de
células produtoras de IFN-y parece ser antigeno-especifica, e néo por
incapacidade generalizada de produgéo pelos grupos. Isto porque em cultura
de células, tanto de doentes, quanto de individuos saudaveis nao reatores a
tuberculina, apos estimulo com PHA, a frequéncia de células produtoras de
IFN-y ndo difere. Shams et al. "*” ainda mostraram que, embora a quantidade
de IFN-y produzida pelas células TCD4" e TCD8" seja igualmente importante,
as primeiras sdo essenciais para que as TCD8" produzam IFN-y, ja que a
deplecdo de TCD4" antes da estimulacgdo com M. tuberculosis aboliu
completamente a producéo da citocina.

Em outro estudo, células mononucleares periféricas de pacientes com
tuberculose, estimuladas com M. tuberculosis, apresentaram producgao
reduzida e expressdo de mRNA diminuida das citocinas IFN-y e IL-2, quando
comparadas com individuos saudaveis que haviam reagido ao teste da

tuberculina. '*® Trabalho conduzido por Sahiratmadja et al. % encontrou
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valores mais baixos de IFN-y do que os do controle antes, com aumento dos
niveis ao longo do tratamento, chegando a valores proximos dos produzidos
pelo grupo controle, quando as células foram estimuladas com o sonicado de
M. tuberculosis, sendo o estimulo dose-dependente. Desta forma, estes e
outros autores sugerem que ocorre uma forte imunorregulagcdo e temporaria
imunossupressdo antigeno-especifica durante a tuberculose ativa. (1%°7%%)
Existem evidéncias de que a resposta seja menor no compartimento periférico,
devido ao encaminhamento das células reativas para o foco da lesdao em
atividade. (1%°

Todos esses resultados, de producdo diminuida de IFN-y em
tuberculosos, diferem do obtido no presente estudo, no qual foi encontrada
uma elevada producdo desta citocina por células mononucleares totais do
sangue periférico de pacientes com tuberculose pulmonar antes do tratamento.
Esta discordancia pode ser devida a intensidade do processo inflamatorio da
tuberculose nos doentes avaliados nas pesquisas. Enquanto que no presente
estudo os pacientes apresentavam a forma moderada da doenca, o trabalho de

Shams et al (%"

avaliou pacientes com tuberculose em estadios
moderadamente ou muito avangados, e verificou que os pacientes com a
doenca muito avancada tinham os menores indices de células produtoras de
IFN-y, indicando que a produgdo da citocina por células TCD4" e TCDS8"
correlaciona-se as manifestagdes clinicas da doenca.

Ja Lai et al, (99

avaliando a expressdao génica de células
mononucleares periféricas de pacientes com tuberculose pulmonar moderada,
antes do tratamento, estimuladas com PHA e phorbol myristate acetate,
mostraram expressao da IL-2 aumentada, de Interleucina-15 (IL-15) diminuida
e a de IL-4 e IFN-y similar a dos controles normais.

O estimulo n&o especifico (PHA) demonstrou capacidade
significativamente reduzida em produzir IFN-y pelas células mononucleares
totais de pacientes com tuberculose, quando comparada a do grupo controle,
sem aumento da producdo desta citocina durante o tratamento. *9 As
diferencas entre esses resultados e os do presente estudo talvez se expliquem
pelas diferentes técnicas de cultura empregadas e pelo tipo de tuberculose

pulmonar que os pacientes apresentavam. Enquanto no trabalho de
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Sahiratmadja et al. (139 3 cultura de células mononucleares periféricas totais foi
incubada por seis dias e foram avaliados pacientes tanto com a doenca
moderada, quanto avancada, no presente estudo o sobrenadante das culturas
de células mononucleares periféricas totais, obtidas de pacientes com a forma
moderada, foi colhido apdés 24 horas de incubagdo, sem ou com estimulo da
PHA, esta ultima em concentrac&o diferente daquela utilizada por Sahiratmadja
etal.. (%)

Concordando com os resultados apresentados neste estudo, outros
autores demonstraram que os niveis de IFN-y se encontram elevados em
células mononucleares totais do sangue periférico, estimuladas com antigeno

(1) O estudo realizado por Verbon et al. ("*") avaliou

de M. tuberculosis.
amostras de soro de trés grupos de pacientes com tuberculose pulmonar e
extrapulmonar: antes do tratamento; com tratamento parcial; com tratamento
completo e de dois grupos controles: contactantes saudaveis e individuos
normais. No trabalho de Verbon et al., " foi demonstrado que os niveis
séricos de IFN-y estavam significativamente mais elevados nos pacientes com
a doenca em atividade antes da terapia, quando comparados com os outros
grupos de pacientes e controles. Pacientes apos o tratamento, assim como os
contactantes, tiveram niveis de IFN-y iguais aos do controle normal.

A diminuicdo da producdo de IFN-y ao longo do tratamento ainda foi

demonstrada por Bektas et al. (1®®

por dosagens seéricas pelo método de
ELISA, em pacientes com tuberculose pulmonar, antes e dois meses apos o
inicio do tratamento: os niveis finais foram significativamente menores que os
iniciais.

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que os pacientes com
tuberculose pulmonar apresentavam produgcdo de IFN-y por células
mononucleares periféricas totais significativamente maior que a do grupo
controle, antes e aos trés meses de tratamento, com e sem estimulo pela PHA.
No entanto, esses niveis iam diminuindo, de maneira significativa, ao longo do
tratamento.

Finalmente, varios autores, como Moura et al. " observaram producéo
significativamente elevada de IFN-y, antes e apos o tratamento antituberculose

em células mononucleares do sangue periférico de pacientes, submetidas a
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diversos estimulos antigénicos. (1415170 Este aumento final nos niveis do IFN-
v, que diverge dos resultados da presente casuistica, pode ser consequéncia
da utilizacdo de diferentes técnicas de cultura celular. Segundo os diversos
autores, ainda, este aumento pode ser induzido por antigenos liberados apés a
morte da micobactéria pelo tratamento, por uma reversao do status do antigeno
ou pela reducgéo do transito de linfécitos T especificos para o pulmao. Alguns
autores tém demonstrado que existe uma relagdo entre a producéo de certas
citocinas por células mononucleares do sangue periférico e a gravidade da

(124,169.170) (") observaram que pacientes com

doenca. Dlugovitzky et al.
evolugdo clinica moderada apresentavam niveis significativamente mais
elevados de IFN-y, do que pacientes com a doenga mais avancada. Na
casuistica do presente estudo, no entanto, os doentes apresentavam
tuberculose de moderada intensidade.

A IL-10, considerada uma citocina antiinflamatdria, atua na desativagao
dos macréfagos pela inibicdo da produgao de IL-12 e consequente redugdo na
producao de IFN-y pelos linfocitos T. A atividade da IL-10 minimiza o dano que
ocorre no foco da doenca, pois inibe a producao de citocinas inflamatdrias. De
fato, em pacientes com tuberculose, foram encontrados niveis elevados de IL-
10. (165)

Niveis de IL-10 estdo elevados ndo sé em pacientes com tuberculose
pulmonar, mas também em seus contactantes saudaveis. (°® A citocina esta
presente em niveis elevados inclusive no fluido pleural dos pacientes com
pleurite tuberculosa. *® Durante a fase de grande atividade do processo
inflamatdrio, antes do tratamento, a IL-10 é produzida em quantidades
significativamente maiores do que durante ou mesmo apds a terapéutica
especifica. Mas, durante o tratamento, os niveis da citocina ainda estado
maiores do que os de individuos normais. ('®” No entanto, em individuos
saudaveis, mas reatores a tuberculina, ndo foi detectada diferenga nos niveis
das citocinas do tipo TH2, como a IL-10, quando comparados com
tuberculosos. ('°*® Novamente, as divergéncias entre os resultados existem em
funcdo da metodologia utilizada pelos autores, das condi¢des clinicas dos
pacientes estudados, da variacdo no tempo de evolugdo da doenca ou de

tratamento, entre outras. As vezes, ndo ha informagdo quanto ao momento da
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167) verificaram niveis

doenca em que é determinada: enquanto Verbon et al. (
séricos em grupos de pacientes em diversos momentos de terapia, no estudo
de Zang et al. "*® estas informacdes ndo sdo conhecidas.

No estudo realizado por Moura et al. ?* foi demonstrado que células
mononucleares do sangue periférico de pacientes com tuberculose pulmonar
produziram elevados niveis de IL-10. Neste estudo, a cinética da citocina,
parece nao ter sofrido influéncia do tratamento. Como também foram
encontrados niveis constantes e altos de TNF-o, os autores sugerem que a
producdo de IL-10 nos pacientes se mantenha constante na tentativa de
compensar o dano tissular causado por aquela citocina.

No presente estudo também foi demonstrado aumento significativo da
producdo de IL-10 por mondcitos do sangue periférico dos pacientes com
tuberculose pulmonar, antes, durante e ao final do tratamento antituberculose,
com e sem estimulo com LPS, em relacdo aos valores obtidos no grupo
controle. Embora tenha havido diminui¢do na produgao desta citocina ao longo
do tratamento, no final, seus niveis ainda permaneciam significativamente mais
elevados do que os produzidos pelo grupo controle.

Os resultados de Deveci et al. (1%

sao semelhantes aos do presente
estudo, pois encontraram niveis de IL-10 significativamente elevados nos
pacientes, em relacdo aos dos grupos controles, niveis estes que sofreram
diminuicdo significativa ao longo dos meses de tratamento. No estudo de

Sahiratmadja et al. (*9

o aumento de producdo de IL-10 por células
mononucleares do sangue periférico de pacientes com tuberculose em
atividade foi pequeno, porém significativo, apés estimulo com LPS. Diferente
do observado nos resultados apresentados neste estudo, porém, os valores ao
final da terapia eram equivalentes aos encontrados no grupo controle.
Pacientes com tuberculose possuem niveis elevados de TGF-B e
estudos in vitro, utilizando células linféides, tém demonstrado que esta citocina
estd relacionada com a progressdo da tuberculose pulmonar. (153164165
Produtos micobacterianos induzem a produgdo em excesso de TGF-B na
tuberculose por mondcitos e células dendriticas, com maior expressao no foco
da infecgdo, podendo atuar como uma citocina antiinflamatéria ou promover

dano tecidual e fibrose, estes ultimos frequentemente encontrados no foco da
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(60,143,153,167,172,173)

lesdo granulomatosa. Varios estudos demonstram que

células mononucleares do sangue periférico de pacientes com tuberculose

(71174 Além  dos

produzem mais TGF-B do que de individuos controles.
pacientes com tuberculose pulmonar ativa, também os contactantes, assim
como pacientes tratados e curados de tuberculose pulmonar, tém niveis
plasmaticos elevados de TGF-. Em pacientes com comprometimento pleural
tuberculoso, a citocina esta presente, em niveis elevados, também no liquido

1%3) O presente estudo esta de acordo com a literatura apresentada,

pleural. {
pois foram encontrados niveis significativamente mais elevados nos doentes,
com ou sem a utilizagado de LPS, antes e aos trés meses de tratamento, e ao
final deste, durante produgdo espontédnea. Os niveis de TGF-B diminuiram
significativamente ao longo do tratamento desses doentes.

Deveci et al., (%)

estudando o comportamento de células
mononucleares do sangue periférico na tuberculose, ndo encontraram
diferenga nos niveis séricos de TGF-B dos doentes, quando comparados aos
dos grupos controles. Como também n&o encontraram efeito relevante do
tratamento sobre os niveis desta citocina, sugeriram que o TGF-B1 tem efeito
pré-inflamatério em concentragdes baixas e antiinflamatério, em altas. As
diferengas encontradas no comportamento de TGF- na tuberculose, pelos
diversos autores que estudaram este tema, com base na estimulagao in vitro
de células, podem ser atribuidas as técnicas de isolamento e de cultura
utilizadas, nem sempre as mesmas. (1%

Os resultados apresentados neste estudo, de maneira geral, nao
demonstraram nenhuma correlagdo importante entre os marcadores de RFA e
as citocinas. Entretanto, em um estudo realizado com modelo experimental de
tuberculose pulmonar, em camundongos, no qual a infecgdo com M.
tuberculosis foi considerada aguda até o 28° dia, os autores obtiveram dois
picos na producdo de AGA e de fibrinogénio, no 1° e 21° dias apds infecgéo e
associaram este aumento as citocinas inflamatdrias. O primeiro pico ocorreu
devido a RFA normal do figado, que parece estar relacionada ao efeito rapido e
sinérgico de algumas citocinas, como IL-1a, TNF-a e IL-6, demonstrando a
importancia do sistema de resposta aguda para promover a prote¢ao no inicio

da infec¢cdo. O segundo pico foi relacionado com a maxima produgao de IL-6
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observada, maturidade total dos granulomas, maxima RFA e também a uma
potencializagdo do efeito de IL-1a, TNF-a e IL-6 por meio do sinergismo com
os glicocorticoides. (2%

No presente estudo foi observada uma diminuicdo de alguns dos
marcadores da RFA, que se encontravam elevados antes do tratamento, ao
longo da terapia e este comportamento também foi observado para as citocinas
avaliadas. Por este motivo, esperava-se uma correlagao significativa importante
entre os parametros avaliados, ja que as citocinas sdo os principais indutores
da RFA. ® Essa correlagdo esperada, no entanto, ndo foi encontrada, talvez
devido ao tamanho amostral ou a heterogeneidade da populagéo avaliada.
Novos estudos sdo necessarios, com casuistica maior, para que se
compreenda melhor o mecanismo da relagao entre a RFA e as citocinas.

Quanto as citocinas, foi demonstrado neste trabalho um aumento
significativo de TNF-a, IFN-y, IL-10 e TGF-p antes e aos trés meses de
tratamento, com e sem a utilizacédo de estimulos, e de TNF-a e de IL-10 com e
sem estimulo, assim como de TGF-f enddgeno, aos seis meses, quando
comparados ao grupo controle. Também foi notado que os niveis de todas as
citocinas estudadas, com ou sem estimulo, encontram-se significativamente
maiores antes, havendo uma diminuicdo em sua produgéo ao longo da terapia
antituberculose. Desta forma, os pacientes com tuberculose pulmonar,
avaliados antes do tratamento, apresentavam um perfil do tipo ThO, com a
producéo de citocinas que caracterizam o perfil Th1 (IFN-y) e o Th2 (IL-10) e
também a produgao de citocina do tipo regulatoria e indutora de fibrose (TGF-
B). Ao final do tratamento, estes pacientes haviam evoluido para um perfil Th2,
provavelmente para diminuir os efeitos nocivos da atividade pré-inflamatoéria do
perfil Th1. A produg¢do acima dos niveis normais de TNF-a pode ser explicada
porque, além de induzir inflamagao, nesta fase do processo, esta citocina
também esta envolvida na ativagao dos fibroblastos, para o processo reparador
de fibrose. ®® A presenca de niveis ainda alterados de TGF-p se justifica, por
ser esta citocina de extrema importancia no processo de deposicao da matriz
extracelular e de fibrose, caracteristicos da contens&o do processo inflamatoério

e da cicatrizac&o na tuberculose. '
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VI - Conclusdo



1 - O encontro de valores significativamente acima dos niveis de
referéncia dos marcadores de fase aguda globulinas, AGA, PCR e VHS, antes
do inicio do tratamento antituberculose, sugere sua utilidade para o diagnostico
presuntivo da tuberculose e, juntamente com o histérico clinico-epidemiologico
do paciente, para que se indique o teste terapéutico em individuos com

baciloscopia negativa.

2 - A PCR se mostrou o melhor dos marcadores de fase aguda para
acompanhar a resposta ao tratamento, pois seus valores diminuiram

significativamente até a normalizagao, apds seis meses de tratamento.

3 - O IFN-y foi a citocina pro-inflamatoria que melhor expressou a
involugdo do processo tuberculoso, apresentando declinio constante ao longo
da terapia especifica, até a normalizagdo ao final do tratamento, o que sugere

sua utilidade para o acompanhamento de doentes com tuberculose pulmonar.
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Resumo



A tuberculose € uma doenga ainda em expansao, que foi declarada pela
Organizagdo Mundial da Saude, em 1995, emergéncia sanitaria mundial.
Dificultam seu controle a longa duragdo do tratamento e auséncia de
marcadores para medir o sucesso ou a falha deste tratamento. Na patogenia
da tuberculose, citocinas como IFN-y e TNF-a tém papel fundamental, pois sdo
responsaveis pela interagdo do linfécito T com o macréfago infectado, fator
central da imunidade protetora contra o M. tuberculosis, sendo também
produzidas durante essa interagdo. Como as citocinas pré-inflamatoérias tém
estreita relacdo com o desaparecimento da micobactéria, podendo precedé-lo,
poderiam ser uUteis como marcadores de atividade do processo inflamatério, e
da resposta ao tratamento antituberculose. Atuando no figado, as citocinas pro-
inflamatorias induzem uma forte resposta de fase aguda (RFA), local e
sistémica, resultante de um complexo de respostas homeostaticas e
fisiologicas por elas induzidas. As proteinas de fase aguda, produzidas pela
atividade das citocinas, uteis ja na fase de diagndstico, poderiam também ser
utilizadas para monitorizar a resposta ao tratamento, pois podem ser
quantificadas de maneira seriada. O objetivo deste estudo foi avaliar a
producdo das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-10 e TGF-B em sobrenadante de
cultura de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) e de mondcitos
(MO) e a resposta de fase aguda do soro, por meio das proteinas totais,
albumina, globulinas, proteina C-reativa (PCR), a1-glicoproteina acida (AGA) e
velocidade de hemossedimentacdo (VHS), como marcadores de regressao da
resposta inflamatdria ao tratamento antituberculose. Para isso, foram avaliados
20 (G1) doadores de sangue do Hemocentro do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP — Universidade Estadual Paulista,
em apenas um momento e 28 (G2) doentes com tuberculose pulmonar: 13
provenientes do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu e
15 da Secretaria de Estado de Saude de Bauru. Os pacientes foram avaliados
em trés momentos em relagao ao tratamento: antes (M1), aos trés meses (M2)
e ao final (M3). As citocinas foram determinadas em 20 ml de sangue
periférico, sem ou com a utilizagcdo de estimulo: LPS para cultura de monécitos
e PHA para a cultura de células mononucleares do sangue periférico, pela

técnica de ELISA. Em G2, o comportamento das proteinas de fase aguda, ao
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longo do tratamento, foi o seguinte: Globulinas: M1>M2, M1>M3 (p<0,001);
PCR: M1>M2>M3, (p<0,001); AGA, para os homens: M1>M2, M1>M3
(p<0,001); VHS, para os homens: M1>M2, M1>M3 (p<0,0016) e para as
mulheres: M1>M2 (p<0,025). A comparagdo entre os niveis de citocinas do
sobrenadante de cultura de mondécitos e de células mononucleares do sangue
periférico, com e sem estimulo, de G1 e de G2 ao longo do tratamento
demonstrou: TNF-a (com/sem LPS) em M1: G2>G1; em M2: G2>G1 (p<0,001);
(sem LPS) em M3: G2>G1 (p<0,001), (com LPS) em M3: G2>G1 (p<0,028);
IFN-y (com e sem PHA) em M1: G2>G1; em M2: G2>G1 (p<0,001); IL-10 (com
e sem LPS) em M1: G2>G1; em M2: G2>G1; em M3: G2>G1 (p<0,001); TGF-$
(com e sem LPS) em M1: G2>G1; em M2: G2>G1 (p<0,001), (sem LPS) em
M3: G2>G1 (p<0,001). Avaliando somente G2, obtivemos para todas as
citocinas do sobrenadante de cultura de mondcitos e de células mononucleares
do sangue periférico, sem e com estimulo: M1>M2>M3 (p<0,01). Como
encontramos valores significativamente mais elevados que os valores de
referéncia de globulinas, PCR, AGA e VHS nos pacientes com tuberculose
pulmonar antes (M1) do tratamento, estes marcadores poderiam ser utilizados
para o diagnostico presuntivo da tuberculose e, juntamente com o histérico
clinico-epidemioldgico do paciente, para que se indique o teste terapéutico em
individuos com baciloscopia negativa. Como os valores da PCR diminuiram ao
longo do tratamento, este seria um marcador indicado para o0 acompanhamento
da involugdo do processo inflamatério e da resposta ao tratamento dos
pacientes com tuberculose pulmonar. Assim, quanto as citocinas, foi
demonstrado neste trabalho um aumento significativo de TNF-a, IFN-y, IL-10 e
TGF-B antes e aos trés meses de tratamento, com e sem a utilizagdo de
estimulos, e de TNF-a, IL-10 com e sem estimulo e de TGF-f, sem estimulo
aos seis meses, quando comparados ao grupo controle. Também foi notado
que os niveis de todas as citocinas estudadas, com ou sem estimulo, se
encontram significativamente maiores antes, havendo uma diminuigdo em sua
producao ao longo do tratamento antituberculose. Desta forma, os pacientes
com tuberculose pulmonar, avaliados antes do tratamento, apresentavam um
perfil do tipo ThO, com a producéo de citocinas que caracterizam o perfil Th1

(IFN-y) e o Th2 (IL-10), além da produgdo de citocina inflamatoria TNF-o e
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citocina regulatéria e indutora de fibrose, TGF-B. Ao final do tratamento, estes
pacientes haviam evoluido para o perfil Th2, provavelmente para diminuir os
efeitos nocivos da atividade pré-inflamatéria do perfil Th1, ja que ainda havia
produgdo acima dos niveis normais de TNF-a, indutor de inflamagéo. A
presencga de niveis ainda alterados de TGF-f se justifica, por ser esta citocina
de extrema importancia no processo de deposicao da matriz extracelular e de
cicatrizacdo, caracteristicos da contencdo do processo inflamatorio e da
cicatrizacio na tuberculose.

Além disso, como o IFN-y foi a unica citocina que teve os seus niveis
normalizados ao final do tratamento antituberculose, este marcador inflamatério
seria indicado para acompanhar a involugdo do processo infeccioso, assim

como a eficiéncia do tratamento.
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Abstract



Tuberculosis is still increasing and was declared a worldwide sanitary
emergency by the WHO in 1995. Its control is difficult due to long treatment
duration and lack of markers of treatment success or failure. Cytokines such as
IFN-y and TNF-a, a central factor in immune response against M. tuberculosis,
are responsible for the interaction between T lymphocytes and the infected
macrophage, and are also produced during this interaction. As proinflammatory
cytokines have a close relationship with micobacteria clearance, in fact even
preceding it, they could be used as markers for inflammatory activity and
response to treatment. Proinflammatory cytokines act in the liver and stimulate
a strong local and systemic acute phase response (APR) as a result of
homeostatic and physiological responses also induced by them. Acute phase
proteins produced by cytokine activity are useful diagnostic markers that could
also be used to monitor treatment response as they can be serially quantified.
The objective of this study was to evaluate IFN-y, TNF-a, IL-10, and TGF-§
production in supernatant of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and
monocytes (MO) cultures, and the serum acute phase response through total
protein, albumin, globulins, C-reactive protein (CRP), a-1-acid glycoprotein
(AGP), and erythrocyte sedimentation rate (ESR) as regression markers of
inflammatory response during pulmonary tuberculosis treatment. Twenty blood
donors (G1) from the Blood Bank at Botucatu School of Medicine’s University
Hospital (HC-FMB) were evaluated once and 28 (G2) pulmonary tuberculosis
patients: 13 from HC-FMB and 15 from the Bauru State Health Secretary.
Patients were evaluated at three moments of treatment: before (M1), at three
months (M2), and at the end (M3). Cytokines were determined in 20mL of
peripheral blood (ELISA), with or without activation: LPS for MO culture and
PHA for PBMC culture. Acute phase protein behaviour in G2 throughout
treatment was: Globulins: M1>M2, M1>M3 (p<0.001); CRP: M1>M2>M3,
(p<0.001); AGP for men: M1>M2, M1>M3 (p<0.001); ESR for men: M1>M2,
M1>M3 (p<0.0016) and for women: M1>M2 (p<0.025). Comparison between
cytokine levels found in supernatant of monocyte and peripheral blood
mononuclear cells cultures, with and without stimulus, in G1 and G2 during
treatment showed: TNF-a (with/without LPS) at M1: G2>G1; at M2: G2>G1
(p<0.001); (without LPS) at M3: G2>G1 (p<0.001), (with LPS) at M3: G2>G1
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(p<0.028); IFN-y (with and without PHA) at M1: G2>G1; at M2: G2>G1
(p<0.001); IL-10 (with and without LPS) at M1: G2>G1; at M2: G2>G1; at M3:
G2>G1 (p<0.001); TGF-B (with and without LPS) at M1: G2>G1; at M2: G2>G1
(p<0.001), (without LPS) at M3: G2>G1 (p<0.001). In G2 all cytokines in
supernatants of monocyte and peripheral blood mononuclear cells cultures, with
and without stimulus, showed: M1>M2>M3 (p<0.01). Levels of globulins, CRP,
AGP, and ESR in patients with pulmonary tuberculosis before treatment (M1)
were significantly higher than reference values, suggesting their use as
diagnostic markers and indicate treatment. The CRP decreasing values along
treatment could be taken as a marker of the regression of inflammatory process
and of response to treatment in patients with pulmonary tuberculosis. Regarding
cytokines, there was significant increase in the levels of TNF-a, IFN-y, IL-10,
and TGF-p before and at three months treatment, with and without stimulus;
and of TNF-a, IL-10 with and without stimulus as well as of TGF- without
stimulus at six months. Patients had higher levels than controls of all studied
cytokines before treatment, and these values decreased along treatment. In this
study, pulmonary tuberculosis patients showed a ThO cytokine profile before
treatment, with the production of both Th1 (IFN-y) and Th2 (IL-10) cytokines, in
addition to TNF-a inflammatory and TGF- regulatory and fibrosis inducer
cytokines. At the end of treatment all had evolved to Th2 profile, probably in an
attempt to reduce the harmful effects of the proinflammatory activity of the Th1
cytokine profile and of the still above normal levels of TNF-a.. The high levels of
TGF-B also found in these patients are related to its important role in the
extracellular matrix deposition and fibrosis induction that characterize
tuberculosis healing process. IFN-y was the only cytokine reaching normal
levels at the end of treatment, which suggests its use as a marker for response

to treatment.
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Apéndices



Apéndice |

Valores de Proteinas totais de G2 (grupo de doentes com

tuberculose pulmonar)

Pacientes Momentos
1 2 3

1 8,2 6,5 6,8
2 7,81 7.4 7.7
3 7.4 7.8 7,8
4 T 6,2 8.4
5 7.6 7.8 7.9
6 F.2 8,5 7.7
7 6,9 F 7,7
8 8,8 8,8 8
9 8,2 8,8 8,1
10 8.4 7,6 8,5
11 8.4 7,3 6,4
12 8,8 7.4 7.4
13 8,2 7.7 7.9
14 8.3 8.1 8,6
15 7.4 7.6 7,6
16 8.4 7.2 7.8
17 6,7 6,5 7,2
18 7.8 7.3 8,3
19 8,7 7.6 8.4
20 7.9 7.1 7.1
21 i 7.2 5,9
22 8 7.4
23 o 7.6
24 8.2 7.5
25 ¥ 7.3
26 ¥ 7.5
27 6,8 9.3
28 5.5 6.9

Valor de referéncia: 6,3 a 8,2 g/dl

Momentos:

M1 (antes)

M2 (3 meses)
M3 (final do tratamento)

Obs:

1) 21 pacientes possuem 3 momentos

2) 7 possuem 2 momentos



Apéndice Il

Valores de Albumina de G2 (Pacientes com tuberculose pulmonar)

Pacientes Momentos
1 2 3

1 3.4 25 2,6
2 3,21 3.7 4
3 3.4 4.4 4.4
4 43 3.6 2,1
5 3,9 4.4 49
6 3.4 4.4 4.4
7 2,9 3 4,2
8 3,7 5.3 4.7
9 3,3 472 4,3
10 4.6 45 4.9
11 3.7 4 3.6
12 4,6 4 4,3
13 4.9 4.4 4.6
14 4,1 4.1 4,8
15 4,2 42 4,2
16 4.6 4.1 3,8
17 4.9 3.8 3,9
18 3.7 3.7 4.1
19 5 42 4,3
20 4.4 42 4,5
21 3.9 472 3,3
22 4.1 3.9

23 3.9 45

24 4 3.9

25 3.7 42

26 3.4 4.2

27 25 3.8

28 2,1 2.3

Valor de referéncia: 3,5 a 5,0 g/dl

Momentos:

M1: antes

M2: 3 meses

M3: final do tratamento

Pacientes:
21 - possuem trés momentos
7 - possuem somente dois momentos



Apéndice lll

Valores de globulina de G2 (Grupo com tuberculose pulmonar)

Pacientes Momentos

1 2 3
1 4.8 4 42
2 4,6 s 37
3 4 3.4 3.4
4 3.4 26 7%
5 3.9 3.4 3
6 3.8 41 3.3
7 4 4 e
8 5,1 3.5 3.3
9 4.9 46 3.8
10 3.8 3.1 2,6
11 47 3.3 2.8
12 4,2 3.4 3.1
13 3.3 3.3 3.3
14 4,2 4 3,8
15 3,2 3.4 3.4
16 3,8 3,1 4
17 1,8 2.7 2:3
18 4,1 3,6 4.2
19 3.7 3.4 4.1
20 3.5 2.9 2,6
21 3.6 3 3.6
22 3.9 3.5
23 3.4 31
24 4.2 3.6
25 3.8 4.1
26 4,1 3.3
PaT4 4,3 55
28 3.4 4.6

Valor de referéncia: 2,8 a 3,2 g/dl

Momentos:

M1: antes

M2: 3 meses

M3: final do tratamento

Pacientes:
21 - possuem 3 momentos
7 - possuem somente 2 momentos



Apéndice IV

Valores de Proteina C reativa de G2 (Grupo Tb Pulmonar)

Pacientes Momentos
1 2 3

1 * 1,3 1,3
2 13,1 1,7 0,2
3 9 3.4 1,1
4 0 0,1 0

5 85 0,3 0

6 9 15 0,3
7 9 2,1 0,5
8 43 0 0

9 3.5 0,7 0,2
10 1,1 1,2 0,1
11 3.4 1,2 1

12 3.9 0.4 0

13 0,8 0,5 0

14 3.8 3.5 0,2
15 23 1.4 0

16 0.4 0,1 0

17 2,7 1,2 1.5
18 0,5 0,3 0

19 3.8 2,8 0.1
20 47 0,2 0,2
21 2,3 0,6 0,5
22 2,4 0,4

23 16,6 2,1

24 1,3 0,1

25 0.7 0,1

26 17,4 0,1

27 11,3 3,9

28 17,8 19

Valor de referéncia: <=1,00 g/dI

Momentos:

M1: antes

M2: 3 meses

M3: final do tratamento

Pacientes:

- 21 possuem 3 momentos
- 7 possuem 2 momentos
*néo possui valor em M1



Apéndice V

Valores de alfa-1 glicoproteina acida de G2 (Grupo Tb pulmonar)

Pacientes Momentos

1 2 3
1 M * 13,2 39
2 F 236 33 36
3 M 205 93 88,3
4 M 126 41.8 56,4
5 M 157 .4 58 51
6 M 152 48,5 70
7 M 128 105,1 70,6
8 M 87 79 91
9 F 35 115 45
10 M 79 78,2 67
11 M 110 63,4 73
12 F 174 39 41
13 M 49 124 81
14 M 99 60 52,1
15 M 87 30 232
16 M 203 82 101,2
17 M 49 34 43
18 F 168 132 53,9
19 M 89 46 33,7
20 M 110 48 40,4
21 M 116 88 37,9
22 M 100 158
23 M 207 127
24 F 26 12
25 M 118 42
26 M 108 70
27 M 134 72
28 M 157 25

Valor de referéncia: Homem: 50 - 130 g/d|
Mulher: 40 - 120 g/di

Momentos:

M1: antes

M2: 3 meses

M3: final do tratamento

Pacientes:

- 21: 3 momentos

- 7. 2 momentos

* nao possui valor referente a M1



Apéndice VI

Valores de VHS de G2 (grupo de doentes com tuberculose
pulmonar)

Pacientes Sexo Momentos

1 2 3
1 M . - 40
2 F 44 10 e
3 M 20 37 15
4 M 23 i 2
5 M 14 hEk 1
6 M 51 41 27
7 M 48 S -
8 M 54 19 14
9 F 35 23 34
10 M 13 2 18
11 M 21 15 1
12 F 71 14 7
13 M 40 18 16
14 M 90 35 14
15 M 11 5 D
16 M 38 28 i
17 M 11 9,5 5
18 F 115 35 17
19 M 8 6 5
20 M 82 11 75
21 M 26 5 7
22 M 51 10
23 M 88 49
24 F 60 8
25 M 45 17
26 M 140 14
27 M 55 55
28 M 50 45

Valores de referéncia; Homem: até 10 mm/h

Mulher: até 20 mm/h
Momentos:

M1: antes
M2: aos 3 meses
M3: final do tratamento

Pacientes:

- 21 possuem 3 momentos

- 7 possuem somente 2 momentos
*** ndo realizou o exame
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