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Doencas Negligenciadas: Doencas Micobacterianas

Neglected Diseases: Mycobacterial Diseases

José R. Lapa e Silva
Faculdade de Medicina/Universidade Federal do Rio de Janeiro;, Rio de Janeiro, RJ, Brasil

As duas mais antigas Faculdades de Medicina do Brasil, a Faculdade de Medicina da Bahia e a Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) completam seu Bicentenario em 2008. Ambas tém uma
longa tradicao de ensino e pesquisa em tuberculose (TB), uma doenca negligenciada, como a hanseniase e a
maléaria. Nos ultimos 15 anos, a Unidade de Pesquisa em TB da UFRJ tem-se empenhado em suplantar esta
negligéncia. Contribuiu para a criacdo da Rede Brasileira de Pesquisa em TB e estabeleceu parcerias com
Universidades no Brasil e nos Estados Unidos, que permitiram o avanco do conhecimento em muitos campos,
inclusive nos mecanismos de desenvolvimento da doenca. Um dos aspectos mais intrigantes da patogenia da TB é o
estado de imunossupressdo relativo que acompanha seu desenvolvimento. Portadores de TB apresentam inibicao da
proliferagéo de linfdcitos T, producéo reduzida de IL-2 e auséncia de reatividade cutanea a tuberculina. Evidéncias
clinicas e experimentais sélidas indicam que IL-10 e TGF-f desempenham um papel importante nesta alteragdo
funcional. O complexo milieu de citocinas existente nos tecidos infectados pelo Mycobacterium tuberculosis,
particularmente nos pulmdes, influencia a expressdo de moléculas co-estimulatérias e de moléculas MHC Classe
11, interferindo no desfecho da resposta imunitaria contra o bacilo. Tais idéias levaram nosso grupo a desenvolver
uma estratégia de pesquisa para entender a cinética da participacéo de citocinas imuno-regulatérias, desde a fase de
diagnéstico da infecgdo ativa, durante e ao final da quimioterapia especifica, através do escarro induzido seriado.
Palavras-chaves: doencas negligenciadas, tuberculose, imuno-regulagéo, citocinas, receptores.

The two oldest Schools of Medicine in Brazil, Faculdade de Medicina da Bahia and Faculdade de Medicina of the
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) celebrate their Bicentennial in 2008. Both have a long tradition in
teaching and research in tuberculosis (TB), a neglected disease as leprosy and malaria. Over the last 15 years, the TB
Research Unit/UFRJ has worked to overcome this neglect in Brazil. It contributed to the creation of the Brazilian TB
Research Network and established partnerships with Brazilian and US Universities that resulted in new information in
many fields related to TB, including its pathogenesis. One of the most intriguing aspects of TB pathogenesis is the state of
relative immunosuppression that accompanies the development of the disease. TB patients suffer inhibition of T lymphocyte
proliferation, reduced secretion of interleukin-2 and inhibition of skin reactivity to tuberculin. Sound clinical and
laboratory evidences indicate that I1L-10 and TGF-Bhave important role in this dysfunctional immune state. The complex
milieu of cytokines present locally in tissues infected by Mycobacterium tuberculosis particularly in the lungs influence
the expression of costimulatory MHC Class 11 molecules, interfering in the outcome of the immune response against the
bacilli. Such ideas lead our group to develop a strategy to understand the kinetics of participation of immune regulatory
cytokines in the lungs of TB cases, from the early phase of diagnosis to the end of anti-TB treatment, using serial sputum
induction.

Key words:Neglected diseases, tuberculosis, immune regulation, cytokines, receptors.

Bicentenario da FAMEB

E com emoc&o e orgulho que me associo as celebragdes
do Bicentenédrio da Faculdade de Medicina da Bahia
(FAMEB), em 18 de fevereiro de 2008, no bojo das
comemoracdes dos 200 anos da chegada da Familia Real
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inicio do Ensino Superior no pais. Mais um grande motivo
de minhaenorme al egria € também a coincidénciade outras
comemoragdes, 0s 200 anos da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), aqual estou
associado desde 1968, a ser celebrado em 5 de novembro de
2008, e0s 30 anosdo Hospital Universitario Clementino Fraga
Filho/UFRJ, no dia01 de mar¢o de 2008.

A Escolade Cirurgiado Rio de Janeirofoi criadapor Carta
Régia em 05 de novembro de 1808, com a nomeagédo do
Cirurgido Joaquim José Marques como Lente do Curso de
Ligaduras, Partos e Operacdes de Cirurgia. Desde entdo teve
os nomes de Academia Médico-Cirargica, Faculdade de
Medicina do Rio de Janeiro, Faculdade de Medicina da
Universidade do Rio de Janeiro, Faculdade Naciona de
MedicinadaUniversidade do Brasil e desde 1965, Faculdade
de Medicina da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(GOMES, M.M.; VARGAS, SSM.; VALLADARES A.F,
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2001). Mas para gerages de médicos formados nos tltimos
50 anos, elasempre seraaNacional de Medicina.

Doencas Micobacterianas Neglicenciadas

Coube-me, nesta seleta mesa-redonda sobre Doengas
Negligenciadas, o tema Doengas Micobacterianas. O termo
doencas negligenciadas é geralmente utilizado paraasdoencas
de alto impacto social em grande parte do planeta, mas que,
por tipicamente afetar paises em desenvolvimento, e nestes,
as populagdes mais empobrecidas, ndo desperta o interesse
daindustria farmacéutica e de insumos biol gicos, e mesmo
dos meios académicos. O termo Doencas Negligenciadas se
aplica, por exemplo, paratrés dasdoengasinfecciosasdemaior
preval énciano mundo, atubercul ose, ahanseniaseeama aria.
As duas primeiras sao provocadas por espécies do género
Mycobacterium, tema desta conferéncia.

A hanseniase, ou Morbus Hansen (MH), é longamente
associada a histéria da humanidade. No inicio da 2007, a
prevaléncia global de MH permanecia em 225.000 casos,
enquanto em 2006 foram detectados cercade 260.000 casos, um
decréscimo de cercade 13% em relagdo ao ano anterior (WHO,
20074a). A terapia com farmacos combinados e dispensados de
graca, 0 acesso ainformacao e aos meiosdiagndsti cos permitiram
este decréscimo importante do nimero de casos. A meta é a
eliminacéo da doenca como um problema de salide publica,
definida como uma prevaléncia inferior a 1 caso por 10.000
habitantes. O Brasil continua ainda um dos locais de alta
endemicidade dadoenca, particularmente naRegido Amazdnica.

Nos ultimos 30 anos tenho-me dedicado a pesquisa e
treinamento de recursos humanos em tuberculose e é sobre ela
que me disponho afalar hoje. Passados 125 anos da descricéo
do agente etiol 6gico por Robert Koch, atuberculose continuaa
assombrar ahumanidade. Os dados estimados para2005 rel ativos
aincidéncia, prevalénciaemortalidade globaisforam de 136, 217
€24 casospor 100.000 habitantes, respectivamente (WHO, 2007b).
Ocorreram naguel eano maisde 8.800.000 casosnovose 1.500.000
mortestotal menteevitaveis. O SudestedaAsia, Pacifico Ocidental
eaAfricacontribuem com 88% dos casos. A pesar dasAméricas
apresentarem gpenas 4% dos casos do mundo, o Brasil eo Peru
notificaram 50% dos casosdo Hemisfério Ocidental, sendo nosso
pais colocado em 16°. lugar entre os 22 paises que apresentam
80% dos casos de tuberculose. Desde 1993 a tuberculose foi
declarada uma emergéncia sanitéria global pela Organizagdo
Mundid daSalide (KRITSKI etal., 2006). Atéentdo, pouquiss ma
atencdo era dada a esta doenca pela academia, indlstria e
organismosmultilaterals. Soma-seaisso, particulamenteno Brasl,
0 desmantelamento dos servigos de salide no inicio dos anos
Noventa, comaimplantagdo depoaliticasneo-liberaispelo Governo
Collor etambém como conseqiiénciadaReforma Sanitéria.

A Luta contra a Negligéncia no Combate a Tuberculose

A Universidade Federal do Rio de Janeiro, assim como a
Universidade Federal da Bahia, tem uma longa tradicdo de

estudo da tuberculose, vindo desde os anos 30 do século
XX. Umfamoso médico baiano emigrado parao Rio de Janeiro,
Prof. Clementino Fraga, tinhagrandeinteresse pel o estudo da
Tisiologia. Dois dos seus filhos fizeram brilhante carreira
académica, Clementino Fraga Filho, decano da Faculdade de
Medicina e que preside, do alto dos seus 90 anos, as
celebragBes pel os 30 anos do hospital que levao seu nome, e
Prof. Helio Fraga, brilhante tisiologi sta e que muito contribuiu
para recolocar a tuberculose no mapa. Em 1957, a entéo
Universidade do Brasil criou o Instituto de Tisiologia e
Pneumologiaparaabrigar aprimeiraCétedrade Tisiologiado
Brasil, ocupada apés brilhante concurso em 1951 pelo
Professor Antonio Ibiapina. A ele sucedeu o Prof. Newton
Manh&es Bethlem, ja no Hospital Universitério Clementino
FragaFilho, grande Tis ol ogistae meu mentor. Ao a uno coube
a honra de suceder o mestre, quando assumi o cargo de
Professor Titular da Disciplinade Pneumologiaem 1997.

Masantesdisso, ao retornar ao Brasil em 1993 apdslongos
anos na Europa, convidel o entdo jovem TisiologistaAfranio
Kritski asetransferir do Instituto de Tisiologiae Pneumologia
para o Hospital Universitario, a fim de que pudéssemos
organizar um setor de pesquisaem tubercul ose, praticamente
inexistente entdo no Rio de Janeiro. Pretendiamos assim
terminar com a negligéncia que cercava a tuberculose, pelo
menos em nossa Universidade. Para isso contamos com o
apoio de um outro personagem profundamenteligado aBahia,
o Prof. Warren D. Johnson, Jr., Professor de MedicinaTropical
daUniversidade Cornell de New York e Doutor Honoris Causa
daFAMEB/UFBA. OutrosdoiscolegasdaCornell, Dr. LeeW.
Riley, hojeem Berkeley, e Dr. John L. Hoforamtambém parceiros
nesta empreitada. Ainda em 1993 iniciamos uma proficua
colaboragdo que persisteaté hoje. Em 1995, criamosaUnidade
de Pesquisa em Tuberculose do HUCFF/UFRJ e jaem 1997
comecamos a participar de projetos financiados pelos
National Institutes of Health dos Estados Unidos, em parceria
com a Cornell, como AITRP, ICIDR, em parceria com a
Universidade Johns Hopkins, e ICOHRTA, agora em
associagao com Cornell, Johns Hopkins e Berkeley.

Mas a mais importante das nossas iniciativas foi a
fundagdo, em 2001, da Rede Brasileira de Pesquisa em
Tuberculose, REDE-TB, organiza¢do que retne 170
pesquisadores de todas as areas do conhecimento
interessados em tuberculose. A missdo da REDE-TB € a
capacitacdo cientifica e tecnoldgica no pais para o
desenvolvimento de novastecnol ogias e produtos e col aborar
na revisdo de politicas publicas necessérias ao controle da
tuberculose. O fulcro da atividade é a geracéo e difusdo de
conhecimentos em tubercul ose. Como nas col aboracGes com
as universidades americanas, a pesquisa norteia acfes de
formagao de recursos humanos, nas areas de pés-graduacdo
tanto stricto sensu como lato sensu. Desde 2002 exerco a
funcdo de coordenador da area de recursos humanos da
REDE-TB, com amissdo deformar recursos humanosdealto
nivel parao controle datuberculose. O model o deintervencdo
da Coordenacéo de Recursos Humanos da REDE-TB é o
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modelo piramidal, em quatro niveis, sendo a base composta
de atividades de motivacdo para a pesquisa, de onde seréo
recrutados os candidatos a formacgédo nos demais niveis,
chegando até o topo, destinado aos cursos de pos-graduacéo
formais.

O mesmo modelo foi empregado na proposta vitoriosa
gue competiu para o programa ICOHRTA AIDS/TB
(International Clinical, Operational, and Health Services
Research Training Award for AIDS and Tuberculosis)
financiado pelo Fogarty International Center/NIH, que visa
desenvolver treinamento em pesquisa multidisciplinar em
AIDS e TB. Nos primeiros dois anos do projeto, de outubro
de 2005 a dezembro de 2007 foram treinados 959 alunos nos
diversos niveis.

Resultados das diversas acdes descritas acima ndo
tardaram aaparecer. Estudo recentemente publicado por nosso
grupo (KRITSKI et al., 2007) demonstrou um aumento do
numero de tese e artigos indexados tendo tubercul ose como
tema principal nos Ultimos anos. Buscamos artigosindexados
no Medline e no Scielo contendo a palavra tuberculose e
autores afiliados a instituicBes brasileiras, bem como
dissertacOes e teses no banco da CAPES. Houve dois marcos
no nimero de artigos internacionais: um em 1995, quando
passaram de 10/ano, e 2000, quando passaram de 30/ano. As
publicacfes, essencialmente relatos de caso e revisdes
inicialmente, passaram aincluir artigos originaisem ciéncia,
tecnologiaeinovagao cientifica. Estasmudangas podem refletir
o incremento das atividades de pesquisa nas instituicoes
académicas e novas atitudes relativas aos objetivos da
pesquisa em tubercul ose nos Ultimos anos.

Apesar de um grande incremento nos investimentos em
pesquisa em tuberculose desde meados da década passada,
seja por organismos governamentais, multilaterais e grandes
filantropos, aindustriafarmacéuti ca permanece praticamente
ausentedo cendrio dapesguisaem TB (FEUER, 2006). Estima-
Se que sgjam necessariosinvestimentos daordem de 9 bilhdes
de ddlares pel os proximos dez anos para compensar o atraso
cientifico, esemaindlstriatal nivel deinvestimento ndo sera
atingido.

Além das atividades politicas e organizacionais descritas
anteriormente, as colaboragdes com a Universidade Cornell
resultaram em avancos do conhecimento na area de
imunopatogenia da tuberculose pulmonar e na genética
molecular da micobactéria. A limitacdo de tempo ndo me
permitird abordar estas duas areas em profundidade, assim
vou me ater nesta parte final aos resultados envolvendo os
estudos de imunol ogia pulmonar.

Imunopatogenia da Tuberculose Pulmonar

O Mycobacterium tuberculosis (M.tb.) infecta
aproximadamente um terco da populacdo mundial, porém a
infecgdo ndo significa necessariamente que o individuo va
desenvolver aforma ativa da doenca, permanecendo assim,
em mais de 80% dos casos, em estado de laténcia

(“dorméncia’). Este enorme reservatorio de pessoas
portadoras daformalatente da doenga constitui um desafio &
salde publicamundial parao qual até hoje ndo ha perspectiva
de soluc&o. E deste reservatdrio que sairdo 0s casos ativos e
contagiosos, que perpetuardo o ciclo da infecgdo-doenca-
infecgdo. A TB continuardaassombrar, assim, ahumanidade
pel os proximos decénios. V érias razdes contribuem paraesta
realidade. A primeirae maisimportante é suaassociagdo com
as baixas condigdes sicio-econdmicas da maioria dos seus
portadores e das nagdes onde eles vivem. Apesar da doenca
ter distribuicdo mundial e detodas as nacfes notificarem casos
de tubercul ose, mais de 80% destes casos se concentram em
22 paises, como citado anteriormente, todos com rendamédia
ou baixa, no conceito do Banco Mundial. Nestes paises, a
grande maioria dos casos, por sua vez, ocorre em pessoas
abaixo dalinhade pobreza

A resisténcianatural contraa TB parece estar relacionada
com a maior ou menor velocidade com que o hospedeiro
infectado é capaz de desenvolver sua resisténcia adquirida.
Os fatores que diminuem a capacidade de desenvolver
resisténciaao M.th sdo adesnutricéo, o alcoolismo, asilicose,
o diabetes melito, a paracoccidioidomicose, agastrectomiae
as condi¢bes de imunossupressdo por doencas ou drogas
(KRITSKI et al., 2006). Em granulomas de pacientes com
tuberculose latente, ha uma predominancia de citocinas do
tipo 1 (Th1), com grande expressdo deinterferon-gama(IFN-
y), Fator de Necrose Tumora afa (TNF-o), Interleucina 1-
beta (IL-1P) e enzimas como Oxido Nitrico Sintase Indutivel
(NOS2 ou iNOS), e baixa expressdo de IL-4. Estas
caracteristicas sdo fundamentais paraaindugéo e manutencao
da laténcia. A tuberculose pode tornar-se reativa devido a
umafaltade ativacao dosmacréfagos pelo IFN-y (ARRIAGA
etal., 2002).

Um dos aspectos mais intrigantes da patogeniada TB é o
estado de imunossupressao relativo que acompanha o
desenvolvimento da forma ativa da TB. Enquanto a grande
maioriadeindividuosinfectados, mas néo doentes, exibeuma
forte reac8o de hipersensibilidade retardada aos antigenos de
M.tb., pacientescom aformaativada TB apresentam inibicdo
da proliferacdo de linfécitos T, produgao reduzidade IL-2 e
auséncia de reatividade cutanea a tuberculina ou anergia
tuberculinica(ELLNER, 1978; SCHAUFetal., 1993; SENDIDE
et al., 2005). Evidéncias clinicas e experimentais solidas
indicam que IL-10 e Fator de Transformagdo e Crescimento
beta (TGF-B) desempenham um papel importante nesta
alteracéo funcional (HIRSCH et al., 1996; MURRAY, PJ,;
YOUNG, R.A., 1999). Um outro aspecto relacionado a
imunodepressdo relativa nos casos ativos de TB é a
diminuicdo de expressdo do antigeno leucocitério humano
(HLA)-DR e de CD86 em macrdfagos e células dendriticas
(APCs). O complexo milieu de citocinas existente local mente
nos tecidos infectados pelo M.tb. influencia a express&o de
moléculas co-estimulatérias e de moléculas do Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MHC) Classe 11,
interferindo de modo significativo no desfecho da resposta
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imunitaria contra o bacilo. A presenca de niveis localmente
aumentadosdeIL-10 poderiafavorecer o estabel ecimento de
disfung@o imune nos tecidos infectados pelo bacilo,
resultando em regul agdo negativa da expressdo de moléculas
MHC Classe |l (SENDIDE et al., 2005) e de CD86, CD40 e
CD54 (BARRERA et al., 2004) en APCs. Este fendbmeno foi
até mesmo observado em voluntérios normais portadores de
infeccédo tubercul osalatente (individuos PPD+) (BARRERA
etal., 2004). Evidéncias oriundas de model os animaisindicam
gue diferentes espécies micobacterianas podem inibir a
expressdo de MHC Classe Il (FULTON, SA.; REBA, SM.;
PAl, RK.,2004) eCD86 (BONATOet al., 2001) em macrdfagos.
Jaaativacdo dasinalizacdo viaCD40 em APCstornaaresposta
antimicobacterianamaisativa(DEMANGEL et al., 2001). Ao
contrario, aausénciade engajamento adequado de CD28 ou a
ativacdo aumentada de CD152 poderia tornar a célula T
anérgicaecontribuir paraadisfuncdoimunerdaiva(SHARPE,
A.H.;FREEMAN, GJ, 2002).

Existem indicios de que a imunossupressao tenha a ver
com a capacidade do Mycobacterium de manipular areacdo
imune do hospedeiro a seu favor, funcionando como um
mecanismo de evasdo que permite ao bacilo se estabel ecer e
também evoluir paraaformaativadadoenca. A protecdo imune
contraatubercul ose envolve vérios el ementos daimunidade
celular, especialmente os macréfagos e os linfécitos T, que
desempenham um papel critico em limitar a infecgdo por
Mycobacterium tuberculosis. No entanto, vérios fatores que
mediam a suscetibilidade e a resisténcia especifica a
micobactéria permanecem desconhecidos. O papel de
citocinas no milieu local de desenvolvimento dainfecgao é
central ao processo, visto que as fungdes dos macrofagos e
linfécitos T sdo influenciadas por elas. HaAmuito se sabe que,
em model os experimentai s de tubercul ose em camundongos,
0 controle da carga bacilar infectante se segue ao
desenvolvimento de clonesdelinfécitos T CD4+ que produzem
IL-2, capaz de induzir proliferacdo e ativagdo de outros
linfocitos T e de interferon-y, que induz a ativagdo dos
mecanismos microbicidas intra-celulares dos macréfagos
(ORME et al., 1993). Vériasevidénciasdaliteraturatambém
indicam que tais mecanismos sdo atuantes nos humanos
(GEROSA et al., 1999). Pelo menos no modelo murino, o
mecanismo de controleintra-celular damicobactériaenvolve
a regulacéo positiva da enzima iNOS, que produz
intermedi &ri osreativos de nitrogénio, altamente eficazes contra
a micobactéria (DARWIN et al., 2003). Nosso grupo foi o
primeiro a demonstrar a expressdo funcional da isoforma
induzivel da sintase do 6xido nitrico in situ nos pulmdes de
portadores de tubercul ose ativa, mas o papel destaenzimano
controle da tuberculose em humanos permanece a ser
elucidado (NICHOL SON et al., 1996). A importanciado IFN-y
no controle da tuberculose em humanos tem sido atestada
pela grande suscetibilidade & infecgéo por micobactérias em
pessoas que apresentam uma mutacdo em um dos
componentes do receptor paral FN-y que o tornadisfuncional
(JOUANGUY et al., 1996). Portanto, um elemento chave da

resposta protetora contra a tuberculose envolve a secrecéo
sincronizada de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-o. e
citocinasdo eixo |FN-y/IL-12/IL-23 (KINDLER et al., 1989;
OTTENHOFF et al., 2005; SALGAME, 2005). Isto € bem
evidente pel 0 aumento na suscetibilidade as micobacterioses
ou TB ativaemindividuostratados com antagonistasde TNF-
o ou naqueles contendo mutactes em genes essenciais as
fungdes efetorasimunes, como IFN-y, IL-12, NRAMP1, TLR2
eMCP-1(CARAGOL etal.,2003; FLORES-VILLANUEVA et
al., 2005; GREENWOOD et al., 2000; MALIK, 2005; OGUSet
al., 2004). Paraproteger contraexcesso de dano motivado por
estas citocinas pro-inflamatorias, a secrecéo de citocinas com
acdo anti-inflamatoria como TGF-f3 e IL-10 é essencia no
processo. No entanto, se estas citocinas anti-inflamatorias
estiverem desproporcionalmente representadas no inicio do
processo imune anti-tubercul ose, elas poder&o contribuir para
a supressdo da resposta protetora, mesmo na presenca das
citocinas pré-inflamatérias. As interagdes que sustentam a
imunidade ndo-esterilizante permanecem, no entanto,
desconhecidas. Estudos com células imunes do sangue
periférico sugerem que em individuos saudaveis com TB
latente as células respondem a antigenos de M. tuberculosis
com producao de IFN-y, enquanto células de portadores de
TB ativa tém uma resposta predominantemente ThO ou Th2
(ROOK, D.R.; DHEDA, K.; ZUMLA,A., 2005; TORRESetal.,
1998).

Os mecanismos pelos quais a imunossupressgo relativa
ocorre em diversas etapas da tubercul ose ativa comegam a
ser desvendados Nosso grupo demonstrou a presengade | L -
10 ede TGF-f3 imunorreativo em quantidades el evadas, e co-
expressao dos receptores | e Il de TGF-B no lavado
broncoalveolar (LBA) de portadores de tuberculose
(BONECINI et al., 2004). Niveis de IFN-y e IL-10 estdo
elevadosno fluido de LBA de TB, comparado com controles
com outras pneumopatias e voluntérios saudaveis. A atividade
de TGF-f esta elevada nos fluidos do LBA de portadores de
TB.

No periodo de margo de 1998 a marco de 2001 foram
submetidas a inducdo de escarro 172 pessoas que se
apresentaram aos ambulatorios do servigo de Pneumologia
do HUCFF com ossinaise sintomas sugestivos detubercul ose.
Trintaequatro individuos portadores de tubercul ose aceitaram
participar e foram incluidos neste estudo longitudinal, apds
assinarem o TCLE, em queforam submetidosanovasinducdes
de escarro nos seguintes tempos apos a introducdo da
quimioterapia anti-tuberculose: 15, 30, 60 e 180 dias. Trés
projetos resultaram da constituicdo desta coorte.

No primeirotrabalho (FLORES-BATISTA et d ., 2007), 0
escarro coletado no momento do diagndstico foi investigado
para a expressao de moléculas relacionadas a apresentacdo
antigénica por células apresentadoras de antigenos e de
moléculas co-estimulatorias. Moléculas co-estimulatérias e
células dendriticas desempenham funcéo importante na
imunidade mediada por linfocitos T. Muitos aspectos de sua
participagdo na tuberculose pulmonar em humanos
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permanecem obscuros. Este estudo analisou a expresséo de
mol écul as co-estimulatdrias e de cél ulasdendriticasem células
broncopulmonares de pessoas com TB aobtidas por indugdo
deescarro. Portadoresde TB (n=22) econtrolessem TB (n=17)
foramincluidos. Realizou-seaimunol ocaizacdo de moléculas
co-estimulatérias (CD86, CD40, CD40L, CD28e CD152) ede
células dendriticas (Classe I| do MHC/HLA-DR, CD14). A
colorag&o por HLA-DR mostrou positividade em 18/22 casos
de TB e em 16/17 controles (p=0,36). Uma reducgéo
estatisticamente significante no nimero de célulasHLA-DR+
foi encontrada nos casos de TB (p<0,001). A coloracdo para
CD86 mostrou baixa positividade em casos de TB (10/22)
comparadaaosindividuos controles (16/17) (p=0,042) euma
diminuic¢do estatisticamente significante nas percentagens de
células CD86+ foi também vista (p=0,042). Pacientes com
doencga radiologicamente limitada (afetando < 1 lobo)
mostraram uma reducdo estatisticamente significante na
expressdo de CD86 (p=0,021) comparados com pessoas
apresentando formas pulmonares mais avancadas (afetando
> 1 lobo). Nao se observaram diferencgas estatisticas na
freqUiénciadas coloragbes positivasparaCD1a, CD40, CD40L,
CD28eCD152 entregrupos TB econtroles. HLA-DR e CD86,
duas moléculas envolvidas em apresentacdo de antigeno e
ativagdo delinfocitos T encontram-se diminuidas nos pulmdes
de pessoas com TB. Estesachados podem explicar, pelo menos
em parte, adisfuncdo imunevistanaTB ativa, particularmente
nafaseinicial do desenvolvimento da doenca.

No segundo trabalho (LAGO et al., 2005, 2007), dostrinta
e quatro individuos portadores de tuberculose incluidos no
estudo longitudinal, quatro foram excluidos por ter-se
determinado soropositividade parao HIV apdsasuainclusio.
Dostrintaque completaram o protocol o, noveindividuosforam
excluidos por insuficiéncia de material para a execugéo das
dosagens pelo método de ELISA. Assim, 21 portadores de
tuberculose que completaram o protocolo de estudo e
apresentaram material broncopulmonar ainducéo de escarro
nos pontos pré-determinados (momento de diagnostico,
tempos 15, 30, 60 e 180 dias de tratamento) foram avaliados
através de dosagens seriadas das concentracoes de IL-10 e
interferon-gama no sobrenadante do escarro. IL-10 e IFN-y
foram vistos em todos os pontos temporais estudados. Niveis
de IL-10 desceram em paralelo a curva de negativagéo
bacteriolégica do escarro até T60. Entre T60 e T180, dois
padrdes diferentes foram vistos: no Padréo 1 (n=7), osniveis
delL-10 voltaram asubir; no Padréo 2 (n=13) osniveisdelL-
10 decresceram ainda mais ou se mantiveram estavels. Em
agosto de 2005, todos os 21 individuos foram contactados
pela equipe de estudo, sendo que 20 foram encontrados e
responderam a novo questionario, visando determinar que
tipos de eventos sanitérios eles apresentaram neste periodo
de evolugao apos o tratamento para tubercul ose. Destes, seis
(30%) apresentaram um segundo episddio de tuberculose,
sendo que desses, trés apresentavam historia de tuberculose
no passado (um desses teve um outro episodio apés o fim do
acompanhamento de 180 dias do protocolo). O tempo médio

de seguimento foi de 69,8 + 1,3 meses. Durante 0 seguimento,
5/7 individuos com Padrdo 1 apresentaram pelo menos um
segundo episddio de TB, comparado a 1/13 em casos de
Padréo 2[OR: 3,0(1,59-13,27), p=0,007]. N&o houve associagéo
similar com IFN-y. O nivel delL-10 no escarro de 180 diasnos
casos que recidivaram foi significantemente maior que dos
casos sem recidiva. A presenca de altos niveis de IL-10 ao
final do tratamento poderiafuncionar como um fator derisco
pararecaidasde TB.

Ainda utilizando a mesma coorte de portadores de
tubercul ose, acompanhados ao longo do tratamento mediante
ainducdo de escarro nos tempos previamente estabel ecidos,
o terceiro trabal ho aplicou o método dareacdo em cadeiada
polimerase em tempo real (Real Time PCR) para analisar a
expressao demRNA em lisados de cél ul as broncopul monares
parao gene constitutivo GAPDH e para 17 genes envolvidos
emimunorregulacdo (TNF-o., I1L-10, IL-12p35 & p40, IFN-y,
TGF-BRI & RII, IL-1Rn, CD80, CD86, Socs3, Socsl, TLR2,
IRAK-M,NEMO, IDO elL23). Tal expressdofoi estudadaem
30 portadores de TB, 11 portadores de outras pneumopatias
(OLD) e 16 voluntarios saudaveis (HCW) anteseapdsoinicio
da quimioterapia para TB. Amostras de células pulmonares
foram coletadas através do escarro induzido. Os
resultadosdemonstraram que antes da quimioterapia houve
predominéncia da expressdo das seguintes citocinas anti-
inflamatérias, inflamatorias, receptores e genes reguladores
de supressdo darespostaimuneem TB: IFN-y, IL-12p35, IL-
12p40, TLR2, IRAK-M, IL-1Rn, TGFRI e TGFBRII, IDO, IL-10,
SOCS3eS0CSL, comparadosaOLD eHCW (p<0,05, Kruskal-
Wallis). Dos mediadores imunol égicos avaliados a partir de
15° dia de tratamento, mantiveram-se com expressao
significativa ao final do tratamento SOCS1, SOCS3, TLR2,
IRAK-M, IL-12p35, IL-12p40, NEMO e IFN-y, quando
comparados aos grupos controles. Portanto, antes do
tratamento, aexpressao de citocinasinflamatoriase o grau de
ativacdo das células presentes no meio pulmonar foram
contrabalancados pela expressdo de fatores desativadores.
Eles podem estar envolvidos nasupresséo darespostaimune,
resultando na TB ativa. Associado a isto, apos inicio da
quimioterapia e reducéo da carga bacilar, citocinas anti-
inflamatérias, receptores e outros fatores (IL-10, TGFB-RI,
TGFB-RII, NEMO, TLR2, IDO) e genes regulatérios
supressivos (SOCS1, SOCS3) aumentaram suaexpressao. | sto
pode contribuir para a contencéo da inflamag&o pulmonar
excessiva, limitando o dano tecidual . Alternativamente, pode
facilitar arecidiva da tuberculose em pacientes susceptiveis
(manuscrito em preparacéo).

Outro importante estudo publicado com nossa parceria
(STERLING et al., 2007) analisou varias citocinas e
quimiocinas, desta vez no sangue periférico de criancas até
cinco anos de idade que tiveram tuberculose disseminada,
como meningite tubercul osa.ou tubercul ose miliar, tuberculose
pulmonar sem evidéncia de disseminagéo, todas ja curadas
apos tratamento adequado, que foram comparadas com
criangasinfectadas mas no doentes, caracterizadas por teste
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cutaneo positivo ao PPD. Células mononucl eadas do sangue
periférico foram cultivadas em diversas condi¢Oes in vitro e
0s sobrenadantes usados paramedi ¢ao das citocinas. O Gnico
fator significativamente diferentefoi MCP-1, que estavamuito
aumentado em relacdo aos controles em criancas curadas de
tuberculose pulmonar. Ja as criangas com tubercul ose
disseminada apresentavam queda substancial nos valores de
MCP-1.

Os dados apresentados abrem caminho para o
desenvolvimento de novosinsumos parao diagnostico rapido
da tuberculose, assim como a identificagdo de novos avos
moleculares para o desenvolvimento de novas vacinas e
novos farmacos contra atubercul ose e quem sabe poderemos
sonhar, ainda em nossas vidas, com o controle e erradicacéo
da tuberculose do planeta.
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