REV PORT PNEUMOL IV (6): 535-580

ARTIGO ORIGINAL/ORIGINAL ARTICLE

PREMIO THOME VILLAR/BOEHRINGER INGELHEIM, 1997
THOME VILLAR/BOEHRINGER INGELHEIM AWARD, 1997

Influéncia dos perfis Th1/Th2 no espectro
de gravidade da Tuberculose Pulmonar*

Influence of Th1/Th2 profiles in the spectrum

of severity of Pulmonary Tuberculosis

BAGANHA MF', TAVARES MARQUES MA’, MOTA PINTO A*, VERA L*, MESQUITA L?,

ROBALO CORDEIRO C* ALCOBIA C? BOTELHO MF’, SANTOS ROSA MA®

RESUMO ABSTRACT

No contexto epidemiolégico da tuberculose (TB) Under the present epidemiologic conditions of
que presentemente assola o nosso pais destaca-se o Pulmonary Tuberculosis (PT) of our country, with
niimero progressivamente crescente de formas increasing incidence of clinical severe forms of
clinicas graves e que atingem individuos aparente- disease in immunocompetent individuals, we tried to
mente imunocompetentes. identify some relevant phenomena occurring in deep
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Na tentativa de contribuir para o esclarecimento
dos fendmenos que na intimidade do pulméo profun-
do comandam as perturbagdes patogénicas que
ocorrem nestas situagdes, estudamos 35 doentes
portadores de tuberculosee pulmonar (TP), todos
VIH negativos ¢ sem toxicodependéncia, divididos,
logo na fase inicial, por dois Grupos (I e II) em
fung¢io da expressdo clinica da sua afecgio:

¢ Grupo I, constituido por 15 doentes que exibi-
am formas limitadas e clinicamente menos
graves, 13 do sexo masculino e 2 do feminino,
com uma média de idades de 45.6 + 18.2 anos.

s Grupos I1, formado por 20 pacientes atingidos
por formas graves, com lesdes muito extensas,
por vezes com bacilos resistentes, 14 homens e
6 mulheres, com uma média de idades de 32.8
+ 4.8 anos.

A metodologia utilizada dirigiu-se i avaliagio da
imunidade celular e humoral, tanto no pulmio
profundo (LLBA), como no sangue periférico,
através dos seguintes parametros:

¢ Celularidade total e percentual do LLBA, com
recurso a cimara de Neubauer e leitura por
microscopia optica.

* Contagem das populagdes e subpopulagoes
linfocitarias CD3, CD19, CD4, CD8, v/5, CD16
CD56, CD4+ CD7+ (Thl), CD4+CD7- (Th2),
com anticorpos monoclonais e leitura por
citometria de fluxo.

* Determina¢do dos niveis intra-celulares das
citocinas Y-INF e IL-4, por citometria de fluxo.

* Doseamento sanguineo das Igs A, G e M, das
fracgdes C3 e C4 do Complemento e da o-1-
antitripsina, por neflometria.

s Avaliacdo da auto-florescéncia dos macrofagos
alveolares, com contagens acima dos 10, 100 e
1000 canais, por citometria de fluxo.

» Anailise estatistica dos resultados através da
varidncia, test t-student, médias e desvios
padraes e correlagéo linear.

Dos resultados obtidos salienta-se:

* Presen¢a de uma moderada alveolite, de predo-
minio macrofagico, no Grupo I, e linfocitario,
acompanhado de um ligeiro aumento do niime-
ro de polimorfonucleares neutréfilos, no Gru-
po IL.

® No pulmao profundo, as células T e a subpo-
pulagio CD4 encontravam-se ligeiramente
mais elevadas nas formas mais graves, enquan-
to que as subpopulagdes y/6 e NK diminuiam
com a gravidade da afeccio.

* Predominio do fenitipo Thl e de y-INF nas
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lung, associated with the pathogenic abnormalities
seen in these situations.

We studied 35 patients with PT, all HIV serone-
gative, without prior history of drug addiction,
divided in two Groups (I and IT) concerning the
clinical severity and the radiological extent of infecti-
on.

Group 1, 15 patients with limited forms of PT,13
males and 2 females, aged 45.6 + 18.2 years.

Group 11, 20 patients, with severe forms of PT,
some with multidrug resistance bacillus,14 males
and 6 females aged 32.8 + 4.8 years.

The methodology was directed towards the
evaluation of cellular and humoral immunity, both,
in deep lung through (BALF) as in peripheral blood,
by the following parameters:

* Total and percentual cellularity of BALF by

the Neubauer chamber and optic microscopy.

* Lymphocytic populations and subsets: CD3,
CD19, CD4, CDS8, y/6, CD16 CD56, CD4+
CD7+ (Th1), CD4+CD7- (Th2), with monoclo-
nal antobodies and flow citometry.

» Evaluation of intracellular levels of cytokines:
y-INF and IL-4 by flow citometry.

» Serum levels of IgA, IgG and IgM, C3 and C4
complement fractions and a-1 Pi-inhibitor by
nefelometry.

* Determination of alveolar macrophage auto-
fluorescence, with counts above 10, 100 and
1000 channels by flow citometry.

e Statistical analisys of the results through
student t test, variant analisys and linnear
correlation.

From the results:

* Moderate macrophage and lymphocytic alveo-
litis in Group I associated with slight increase
of the number of polimorfonuclear neutrophils
in Group IL

¢ In the deep lung, the T cells and the CD4
subset are slightly increased in the severe
forms, while the y/6 ant NK subpopulations
decrease with the severity of the infection.

* Predominance of Thl phenotype and y-INF in
the affected areas in the limited forms, and Th2
and IL-4 in the severe forms.

e In peripheral blood, the Thl cells as well as
y-INF, reaches always higher levels than Th2 or
11-4, independent of the severity of the situation.

* The alveolar macrophage auto-fluorescence
decreases significatively mainly in the counts
above 100 channels, parallel to the importance
of the lesions.
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areas lesadas das formas clinicamente mais
moderadas e de Th2 e IL-4 nas mais graves.

* No sangue periférico, os Thl e a citocina y-INF
encontravam-se sempre em niveis mais eleva-
dos do que 0s Th2 e a IL-4, independentemente
da gravidade da situagio.

* A auto-fluorescéncia dos macréfagos alveola-
res diminuia muito significativamente, de uma
forma paralela 4 importancia das lesoes.

* As variagdes, sempre muito diminutas, da
imunidade humoral, nio se mostraram rele-
vantes no contexto de gravidade da TB.

* O fenomeno da resisténcia medicamentosa,
abordado separadamente, ndo condicionou
desvios dos pariametros analisados, quando
comparado com os restantes individuos que
integravam o Grupo IL

Estes resultados sugerem as seguintes conclusoes:

* A gravidade clinica da TP espraia-se ao longo
de um espectro limitado por dois polos: um,
caracterizado por um perfil Thl, com capaci-
dade de promover a estimulagiio da actividade
microbicida do macréfago alveolar e que, por
isso, confere resisténcia orginica a esta infec-
¢do; outro, no qual predomina o perfilTh2, que
por inibir funcionalmente o macréfago alveo-
lar torna o organismo mais susceptivel a esta
agressio micobacteriana.

* Assim, aquilo que sob o ponto de vista imunita-
rio mais caracteriza a gravidade da TP é a
elevagio da percentagem de linfocitos Th2 e
das respectivas citocinas nas dreas lesadas.

* As variagdes dos perfis ThI/Th2 ocorrem
fundamentalmente no pulmio profundo, ja
que, no sangue periférico, o perfil Thl predo-
minava sempre sobre o Th2, independente-
mente da gravidade da situagio clinica.
Este facto sugere que a avaliagdo da capacida-
de de resposta imunitaria a infeccdo pelo
Mpycobacterium tuberculosis devera ser efectua-
da localmente, através da LBA, pois é no
pulmio profundo que as células Th (Th0?) se
diferenciam em Th1 ou Th2, influenciadas pelo
microambiente citocinico presente nessas
areas.

Estes achados permitem-nos acalentar funda-

mentadas esperanc¢as na terapéutica imunomo-

duladora, em situagdes clinicamente graves
que nio respondem satisfatoriamente a medi-
cacfo antibidtica correctamente instituida.
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¢ The variations of the serum levels of immuno-
globulins are insignificant, so the humoral
variations aren't relevant in the context of
severity of PT.

¢ The drug resistance plenomenon, was separa-
telly analised and didn't influence the results
when comparing the remaining individuals of
Group IL

These results may suggest the following conclusi-
ons:

* The clinical severity of PT, is part of a spec-
trum limited by two poles - one characterized
by the Thl profile, with capacity to promote
the stimulation of microbicide activity of the
alveolar macrophage, then confering organic
resistance to this infection; the other, in which
Th2 profile prevails, inhibits the function of the
alveolar macrophages, bringing the host more
susceptible to this mycobacterial aggression.
The principal mark of the severity of PT, is the
increased percentage of Th2 cells as well as the
concerning cytokines in the affected areas.

» The variations of the Th1/Th2 profiles occuma-
inly in deep lung, once in the peripheral blood
the Th1 profile always prevails, independent of
the severity of the clinical situation.

» This may suggest that the evaluation of the

immune capacity against Mycobacterium

tuberculosis infection must be done at the local
level by bronchoalveolar lavage, once the deep
lung is certainly the place for differentiation of

Th (Th0?) cells into Thl or Th2, under the

influence of the cytokine microambient of these

areas.

These findings, allowed us to expect that im-

munomodulation therepeutics may be succeful

in severe clinical situations not responding to a

correct antibiotic therapy.

¢ The compartment of these immune abnormaliti-
es at the lung level suggest the interest of the
inhalatory way in such therapeutic approaches.

REY PORT PNEUMOL 1998; IV (6): 535-580
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nary Tuberculosis
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e A compartimentagio destas perturbagdes
imunitérias a nivel do pulmio profundo apon-
ta para o provavel interesse na utilizagio da
via inalatoria para este tipo de intervenciio
terapéutica.

REV PORT PNEUMOL 1998: IV (6): 535-580

Palavras-chave: Tuberculose: Espectro de gravidade
da tuberculose pulmonar; Espectro linfocitario e citoci-
nico da tuberculose pulmonar; Perfis Th1/Th2 na
tuberculose pulmonar; Auto-fluorescéncia do macrofa-
go alveolar; Imunomodulagéo da tuberculose pulmonar

"Aquilo que mais caracteriza a tuberculose € a sua
patogenia (respostas imunes por células contra o
Mycobacterium tuberculosis)"

TSUYUGUCHI |
Kekkaka 1995; 70: 335-346

INTRODUCAO

Desde que na década de quarenta se iniciou o
tratamento especifico da tuberculose (TB), viria a
assistir-se a um continuo declinio da incidéncia, da
prevaléncia e da mortalidade desta afecgao, particular-
mente no periodo que se seguiu a altima Grande
Guerra e que se prolongou até meados dos anos
oitenta, sobretudo nos paises ocidentais.

Entretanto, dever-se-a reconhecer que se a apli-
cacdo de tratamentos progressivamente mais eficazes
contribuiu larga e decisivamente para esta evolugao,
outros factores foram igualmente importantes neste
contexto, como a melhoria das condigdes de vida das
populagdes, os progressos técnico-cientificos que
conduziram a uma mais apurada identificagdo do
Mycobacterium tuberculosis (MT) e dos mecanismos
da sua transmissdo e, ainda, a difusdo da vacinagdo
pelo bacilo de Calmette e Guérin (BCG).

No entanto, apos um curto periodo de estabilizago,
a gavidade da TB encontra-se hoje, de novo, em nitida
e preocupante ascen¢do. De facto, calcula-se que, jaem
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1990, cerca de um tergo da populagdo mundial se
encontrava infectada pelo MT, o que contribui para que
surjam anualmente 8 a 10 milhdes de novos casos
(perto de 16 milhdes se fossem contabilizadas as
formas pulmonares n3o contagiantes e as siatuagdes de
localizagdo extratoracica) e cerca de 3 milhdes de
obitos, 0 que representa 7% das causas de morte em
geral e 18.5% das que ocorrem entre 0s quinze € 0s
trinta anos de idade.

As importantes consequéncias sociais e econdomi-
cas que esta situagdo acarreta afectam particularmente
os paises do terceiro mundo, aos quais se circunscre-
vem 95% da morbilidade e 98% da mortalidade
adstritas a esta afec¢do. E como parecem j4 tao longin-
quos 0s tempos em que se perspectivava a sua erradi-
cagdo nos paises nordicos por volta do ano 2020. Por
isso, somos obrigados a reconhecer que a extingdo da
TB nunca passou de uma miragem, dado que ela
voltou a assumir caracteristicas dramaticamente graves
¢ a constituir a primeira causa de morte na
dependéncia de um agente infeccioso tnico.

Esta tendéncia evolutiva, a par do reconhecimento

Novembro/Dezembro 1998



INFLUENCIA DOS PERFIS Th1/I'h2 NO ESPECTRO DE GRAVIDADE DA TUBERCULOSE PULMONAR

de microepidemias hospitalares, da detecgdo de um
nimero crescente de formas bacilares multirresistentes
¢ da sua crescente associag¢do a infecgdo pelo VIH,
tem desencadeado uma importante interven¢do da
classe médica e um justificado alarmismo entre as
populagdes.

Os primeiros sinais desta inquietagdo vieram dos
Estados Unidos da América (1), quando foram publica-
dos os dados epidemioldgicos relativos a 1986, os
quais permitiram reconhecer uma inversdo na curva de
incidéncia, que vinha diminuindo, em valores médios,
6.7% por ano desde 1953 (28.500 novos casos em
1978 e 22 000 em 1984) (2). Este retrocesso epidemio-
logico afectou igualmente a regido europeia, onde se
reconhecem idénticos fendmenos evolutivos. Com
efeito, a incidéncia da TB, que tinha caido para metade
entre 1974 ¢ 1991, voltou a crescer desde essa data,
acompanhada pelo aumento da mortalidade, particular-
mente nos grupos etarios situados para além dos
sessenta e cinco anos de idade (3.4.5). E se ¢ certo que
este panorama ndo pode ser generalizado a totalidade
dos paises da Europa Ocidental, a verdade € que,
presentemente, apenas num diminuto numero deles
parece existir uma tendéncia a sua regressao (4).

Em Portugal, a situagdo ¢ manifestamente preocu-
pante. Na verdade, a incidéncia da TB, que entre nos
se esbateu continuadamente até 1980, ¢ quase unifor-
me desde 1990, com indices anuais muito semelhantes
¢ que ultrapassam o triplo da média europeia, o
mesmo se verificando em relagdo a mortalidade,
arrastando-nos para a cauda do conjunto de paises que
connosco integram a Unido Europeia (6).

O incémodo lugar em que nestes dominios nos
encontramos situados face aos restantes paises ociden-
tais, decorre, como habitualmente acontece nestas
ciscunstincias, da aplicagdo de um Programa de Luta
Anti-Tuberculosa desajustado das actuais realidades
que envolvem esta afec¢do, inequivocamente atestado
por alguns parametros epidemiolégicos: inaceitaveis
taxas de incidéncia, prevaléncia, mortalidade e de
formas clinicas particularmente graves; auséncia de
diagnéstico precoce; diminutos indices de identifica-
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¢do bacteriologica; elevado nimero de recidivas,
assim como de insucessos e de abandonos terapéuti-
cos, etc. (6).

Quais as causas deste retrocesso ofensivo, nalguns
casos acelerado, que vem ocorrendo por todo o0 mundo
desde ha cerca de uma década?

Para a maioria dos autores, nos tltimos anos, alguns
factores tém vindo a envolver-se ¢ a serem apontados como
decisivos nesta indesejavel e perigosa evolugdo da TB:

* Crescente expansdo demografica.

e Elevados indices de pobreza nalgumas regides

do globo.

e Importa¢do de méo de obra de paises onde a TB

atinge taxas de prevaléncia notoriamente graves.

e Reagrupamento de populagdes por motivos de

natureza politica, religiosa e/ou econémica.
¢ Progressivo aumento da idade média de vida de
algumas populagdes e consequente envelheci-
mento imunitario em individuos infectados pelo
MT.

¢ Explosdo da infec¢do pelo VIH.

Ora, dado que as repercussoes da infecgdo tubercu-
losa resultardo sempre do desfecho final da luta que se
estabelece entre as defesas organicas do hospedeiro,
eventualmente coadjuvadas por agentes terapéuticos,
¢ a capacidade agressora do MT, de que dependera
esta nova face epidemiologica da TB? De uma maior
agressividade do MT ou de uma diminui¢do das
potencialidades defensivas do organismo?

Sabendo-se que a resisténcia organica a esta
agressdo assenta; preponderantemente, nas respostas
imunes medidas por células, em particular pelo
macrofago e pelo linfocito T, os quais constituem a
principal linha de defesa, ¢ por isso comandam os
mecanismos patogénicos envolvidos nesta afec¢do,
sera que o numero crescente de situagdes graves em
individuos aparentemente imunocompetentes resulta
de uma depressdo imunitaria local com participa¢do
dos factores acima apontados, susceptivel de condicio-
nar o espectro patogénico desta doenga, do qual a co-
infeccdo TB/SIDA parece representar a sua mais
exuberante e reconhecida expressdo?

Vol. IV N2 6 539
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OBJECTIVOS

Como ainda recentemente lembrava ROOK (7), a
imunopatologia necrosante que é acompanhada por
uma diminuta capacidade microbicida representara,
provavelmente, a chave que nos conduzira a com-
pressdo da patogenia da tuberculose.

E neste ambito, ¢ numa tentativa de contribuir para
o esclarecimento dos fenémenos que comandam a
evolugdo da TB na intimidade do pulméo profundo e,
igualmente, de detectar eventuais diferengas de
reac¢do que justifiquem o actual surto de formas
pulmonares graves em individuos VIH negativos, que
temos vindo a estudar estes aspectos, tanto no liquido
de lavagem broncoalveolar (LLBA), como no sangue
periférico (SP), de um conjunto de doentes portadores
de TP.

MATERIAL E METODOS
a— Material

Neste contexto tivemos oportunidade de abordar
35 individuos atingidos por TP, todos VIH negativos
¢ sem toxicodependéncia, os quais foram, logo na fase
inicial, divididos em dois grupos (I ¢ I1) em fung¢o da
expressdo clinica da sua afec¢do:

» Grupo I, constituido por 15 doentes portadores
de formas limitadas ¢ clinicamente moderadas
(lesdes circunscritas, unilaterais, sem cavernas
ou diminutamente escavadas, escassamente
baciliferas e sem notorias repercussdes sobre o
estado geral).13 eram do sexo masculino ¢ 2 do
feminino, com uma média de idades de
45.6+18.2 anos. Neste conjunto, 6 eram fuma-
dores (carga tabagica de 31.9+3.4 magos/ano) e
9 ndo referiam habitos tabagicos.

* Grupo II, formado por 20 pacientes atingidos
por lesdes graves (muito extensas ¢ multiescava-
das, frequentemente bilaterais, com um impor-
tante componente exsudativo, muito baciliferas,
por vezes multirresistentes, com acentuado
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rebate sobre o estado geral e, nalguns casos,
com multiplos factores de risco). Integravam
este conjunto 14 homens e 6 mulheres, com uma
média de idades de 41.8+14.3 anos. 12 deles
eram fumadores (carga tabdgica de 32.8+4.8
magos/ano) ¢ 8 ndo fumadores.

» Na perspectiva de apreciar a eventual influéncia
que os doentes multirresistentes, integrados no
Grupo 1, pudessem exercer sobre os resultados
globais deste conjunto, consideramos, igualmen-
te, a sua analise (Grupo R, constituido por 7
multirresistentes e Grupo [1-R, correspondente
ao que restava do Grupo Il apos a separagdo
desses individuos, e que assim abrangia 13
doentes), quer individualmente. quer comparati-
vamente aos restantes grupos estudados.

b — Métodos

A metodologia utilizada, dirigida a avaliagdo da
imunidade celular e humoral, tanto nas areas lesadas,
através da lavagem broncoalveolar (LBA), como no
sangue periférico, compreendeu os seguintes passos:

¢ Determina¢do da celularidade total e percentual

do LLBA, com camara de NEUBAUER ¢
leitura por microscopia dptica.

¢ Avalia¢do da imunidade celular, com anticorpos

monoclonais e leitura por citémetria de fluxo,

através das seguintes parametros:

- Contagem das populagdes linfocitarias CD3
¢ das subpopulagdes CD4, CDS ¢ y/d.

- Estudo da actividade natural Killer (NK) a
partir da subpopulagao CD16 CDS56.

— Contagem dos fenotipos linfocitarios Thl
(CD4+CD7+) e Th2 (CD4+CD7-)

» Avaliagdo da imunidade humoral, com base nas

seguintes determinagdes:

— Contagem da populagdo linfocitaria CD19,
com anticorpos monoclonais e leitura por
citometria de fluxo.

- Doseamento, apenas no sangue, das imuno-
globulinas A (IgA), G (1gG) ¢ M (IgM) ¢ das
fracgdes C3 e C4 do complemento, por neflo-
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metria.

Dosemaento da alfa-1-antitripsina (a-1-AT) por
neflometria.

Determinagdo dos niveis intracelulares das
citocinas (y-INF) ¢
interleucina-4 (IL-4), apos estimulagdo com
mitogénio proliferativo, por citometria de fluxo.
Avaliagdo da capacidade funcional global dos
macrofagos alveolares das dreas atingidas,
através da auto-fluorescéncia destas células, em
dois canais (FL1 e FL2), por citometria de
fluxo, com contagens acima dos 10, 100 ¢ 1000

gama-interferom

canais.

A analise estatistica dos resultados foi conduzida
através das seguintes técnicas:

Andlise da variancia
Teste t-studant

Médias e desvios padroes
Correlacdo linear

RESULTADOS

A =Dos Grupos L e Il

Celularidade do LLBA

Como se aguardava, todos os doentes apresenta-
vam uma alveolite, embora com caracteristicas e
intensidade diferentes em fungdo da gravidade da
situagdo clinica. Com efeito, o nimero total de célu-
las/mm’ (Fig. 1) era de 226183 no Grupo 11, enquan-
to que no conjunto de formas menos graves (Grupo I)
ndo ultrapassava 219+176, traduzindo, assim, um
moderado processo inflamatério, ligeiramente mais
intenso nas situagoes de maior gravidade.

Pelo que diz respeito a distribuig¢do percentual dos
diferentes clementos celulares (Fig. 1), pdde-se

Fig. I — Celularidade total ¢ percentual do LLBA (Grupos L e 11)
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constatar que, nas regides lesadas, os doentes do
Grupo [ apresentavam um numero significativamente
(p<0.01) maior de macrofagos (85.6= 14.3/70.9«
22.9%), mas a quantidade de linfocitos revelou-se
significativa (p<0.04) e anormalmente elevada nas
formas mais graves (22.0+£19.4%) em relagdo as
menos graves (12.0£13.1%). No Grupo [1, a percenta-
gem de polimorfonucleares neutréfilos ultrapassava
ligeiramente o limite superior da normalidade
(6.6+4.8%).

Os eosindfilos encontravam-se em valores diminu-
tos e praticamente sobreponiveis nos dois conjuntos
estudados (0.3+0-5% no Grupo | e 0.5£0,8% no
Grupo II).

Dir-se-ia, assim, que a alveolite dos individuos
com situagdes tuberculosas ligeiras apresentava uma
normal distribui¢do dos diversos elementos celulares,
com predominio macrofagico. enquanto que a das
formas mais graves exibia uma moderada linfocitose
acompanhada de um ligeiro aumento do nimero de
polimorfonucleares neutrofilos.

Resposta Imunitdria Celular

Os doentes com formas mais graves reagiram, no
orgdo lesado, com um maior nimero de células T
(Fig. 2) (92.1£7.7%) e da sua subpopulagao CD4
(51.4+19.6%) em relagdo as situagdes menos graves
(87.5£11.7% de CD3 e 47.3+16.5% de CD4). Entre-
tanto, a subpopulagdo CD8 apresentava-se, no LLBA,
com valores praticamente sobreponiveis nos dois
conjuntos analisados (34.0+£12.9% no Grupo I e
33.9£14.6% no Grupo II).

Nestas circunstincias, a relagao CD4/CD8 (Fig. 2)
revelou-se ligeiramente superior nos individuos porta-
dores de situagdes mais delicadas (1.7+1.3/2.2+2.1).

No sangue periférico, os desvios observados, para
além de se apresentarem menos significativos, ocorri-
am num sentido inverso ao que foi observado no
LLBA (Fig. 3). Com efeito, o numero de linfocitos
CD4 predominava no Grupo | (45.1£12,4%) cm
relagdo ao Grupo Il (36.1£9.1%), enquanto que as
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células CD8 se encontravam em maior quantidade nas
formas mais graves (32.9+12.5%), por comparagdo
com as menos graves (29.5+8.2%).

Nestas condi¢des, a relagdo CD4/CD8 neste meio
bioldgico (Fig. 3), e ao contrario do que ocorria no
LLBA, exibia niveis mais elevados no Grupo I
(1.7+0.8) do que no Grupo II (1.3+0.7).

No pulmdo profundo, os linfécitos y/6 (Fig. 2)
predominavam nas situagdes menos graves
(3.9£2.7/2.7+2.1%), enquanto que no sangue periféri-
co (Fig. 3) essa relagdo se invertia (3.9£2.4% no
Grupo I e 5.0+3.2% no Grupo II).

Por outro lado, a actividade NK estudada através
da contagem das células CD16 CD56 (Fig. 4) revelou-
-se sempre muito mais elevada no sangue periférico
(8.9+£7.7% no Grupo 1 ¢ 11.3+13.2% no Grupo II) do
que no LLBA (3.1£2.3% no Grupo | ¢ 2.5+2.4 no
Grupo I1).

Assim, a actividade NK diminuia com a gravidade
da situagdo nas areas pulmonares afectadas, enquanto
que no sangue periférico essa varia¢do ocorria em
sentido oposto.

Resposta Imunitiria Humoral

A populagdo linfocitaria B (Fig. 5) apresentou-se
sempre com valores muito mais elevados no sangue
(9.1£5.1% no Grupo I € 9.9£7.6% no Grupo II) do
que no pulmdo profundo (0.6+£0.7% no Grupo | e
0.8+0.9% no Grupo II). No entanto, ndo nos pareceu
que a gravidade da situagdo clinica condicionasse a
existéncia de diferengas significativas entre os dois
conjuntos considerados.

Quanto as imunoglobulinas (Fig. 6), o seu dosea-
mento, apenas efectuado no sangue periférico, veio
mostrar a presen¢a de valores ligeiramente situados
acima da normalidade, tanto para a IgG como para a
IgA, mas relativamente proximos quando analisados
em fungdo dos grupos estudados (1484+524/1517
+416.7 mgr% para a IgG; 395.9+£231.2/372.3£182.6
mgr% para a IgA; e 107.3£42.6/117.5£46.5 mgr% para
algM).
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Girupo |

LLBA

Grupo |

Fig. 2 — Populagdes (a) ¢ subpopulagoes (b) linfocitarias no LLBA (Grupos L e 11)
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l'Hlllln I

Fig. 3 — Subpopulagdes linfocitarias no sangue penifcrico (Grupos | e 1)

Grupo |

[-i:'.:: U |

CD16CD56

Fig. 4 — Actividade NK (CD16 CD56) no LLBA e no sangue periférico (Grupos I e 11)
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(illl[?t'r |
( ) 11

Fig. § — Populagido lintocitaria 13 no LLBA ¢ no sanguce periterico (Grupos e 1)

Fig. 6 — Imunoglobulinas G, A ¢ M no sangue periférico (Grupos | e 1)
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1- 11 hE (.03

Fig. 7= Iragoes C3 ¢ C4 do Complemento no sangue periférico (Grupos | e 11)

Fig. 8 — a-1-Anttripsina no sangue periférico (Grupos | e 1)
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As fracgdes do Complemento analisadas (Fig. 7)
apresentavam niveis de C4 ligeiramente elevados nas
situagdes clinicas menos graves, embora com signifi-
cado estatistico (p<0.03) em relagdo ao Grupo II
(47.5£12.5/38.8+12.4 mgr%). Ja pelo que diz respeito
a fracgdo C3, esse desvio era mais acentuado, mas sem
diferengas estatisticamente significativas (191£252/
/181.9£32 mgr%) entre os grupos considerados.

Quanto a o-1-AT (Fig. 8), os seus valores sangui-
neos situavam-se acima do nivel da normalidade
(286.6+119.6 mgr% no Grupo | ¢ 253.5499.7 no
Grupo II).

Perfis Th1/Th2 —celulares e citocinicos

Os fenotipos linfocitarios Thl (Fig. 9) apresenta-
vam, nas areas pulmonares lesadas, niveis significati-
vamente (p<0.04) mais clevados nas situagoes clinica-
mente menos graves, em relagdo as mais graves

(30.9+14.3% no Grupo I e 24.3+9.7% no Grupo II).
Pelo contrério, nesse meio biolégico, as células Th2
(Fig. 10) revelavam valores significativamente
(p<0.001) superiores nas formas graves (16.4+7.5%
no Grupo I e 27.2 £11.6% no Grupo II).

Assim, enquanto que no Grupo I as células Thi
predominam sobre as Th2, essa relagdo invertia-se no
Grupo II (Fig. 11).

Curiosamente, no sangue periférico (Fig. 12) as
células Th1 encontravam-se sempre em maior niimero
do que as Th2, independentemente da gravidade da
situacdo clinica, alias com diferencas estatisticamente
significativas (p<0.001) entre os dois conjuntos (32.5+
10.8/12.6x13.7% no Grupo I e 28.4+9.3/7.6+4.1% no
Grupo I1).

O espectro citocinico (Fig. 13) acompanhava o
celular. Com efeito, nas regides pulmonares atingidas,
0 Y-INF predominava significativamente (p<0.0002)
no Grupo I (21.2+3.4/7.3+1.8%), enquanto que a [1.-4
s¢ apresentava significativamente (p<0.0004) mais

Grupo |

Fig. 9 — I'enotipos linfocitarios Thl no LLBA (Grupos Le 1)
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Grupo |

Grupo II

Fig. 10 — Ienotipos linfocitarios Th2 no LLBA (Grupos | e 1)

Fig. 11 = l'enotipos Thl/Th2 (Grupos | e 1) no LLBA
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Grupo |

Grupo 11

Fig. 12— lenotipos linfocitarios ThIATh2 (Grupos [e 1) no sangue periférico

Y-INF + IL4

Gl Gl

0,002 < 0.0004

Fig. 3= Y INF ¢ L4 no LLBA (Grupos Le 1D
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elevada no Grupo II (5.4+1.7/10.3%1.3%), alids como
a associagdo y-INF + IL-4 (0.5£0.3% no Grupo I e
1.3+1.0% no Grupo II - p<0.003). Pelo contrario, no
sangue periférico (Fig. 14), y-INF encontrava-se
invaridvel e significativamente (p<0.002) em niveis
superiores, tanto nas formas clinicas menos graves,
como nas mais graves (26.1£3.7% de y-INF e
9.0+2.6% de IL-4 no Grupo I; 17.6+2.4% de y-INF ¢
8.6£2.7% de 11,-4 no Grupo II).

que foram determinadas, encontram-se exemplificadas
nas Figs.15 a 18.

Auto-Fluorescéncia dos Macrdfagos Alveolares

A auto-fluorescéncia das celulas macrofégicas
presentes no LLBA (Fig. 19) diminuia, em qualquer
das determinagdes efectuadas, a par da gravidade da
situagdo clinica, particularmente nas leituras acima dos

y-INF + 114

Fig. 14— y-INI ¢ IL-4 no sangue periférico (Grupos e 11)

A associagdo y-INF+IL-4 (ThO) predominava,
alias significativamente (p<0.0006), nas situagdes
clinicamente mais gravosas (1.3+0.3% no Grupo I ¢
2.94£0.9% no Grupo II).

As variagoes dos fenétipos linfocitarios Th1/Th2,
assim como das citocinas y-INF/IL4, em fun¢do da
gravidade da situagdo clinica e do meio bioldgico em

550 Vol. IVN26

100 canais, onde se observou uma diferenga cstatisti-
camente significativa (p<0.001) entre os dois conjun-
tos de doentes estudados (Grupo I e II) — 55.8+
26.9/46.2£16.8% >10 canais; 40.8+26/6.0£72% >100
canais; 5.8£7.7/0.2+0.6% >1000 canais.

Os exemplos presentes nas Figs. 20 ¢ 21 sdo disso
bem elucidativos.
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Fig. 15 = Tlelerradiogratia toracica de um doente com uma forma clinicamente grave
de tuberculose pulmonar (Grupo 11)

Linf6citos CD4 IL-4/IF! - intracelulares

Fig. 16 — Perfis Thl/Th2 (celular e citocinico) obtidos por citometria de fluxo, no LLBA ¢ no sangue periférico,

do individuo correspondente a Fig. 15 (Grupo [1)
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Fig. 17 - Telerradiografia toracica de um doente com uma situagdo clinicamente
menos grave de tuberculose pulmonar (Grupo 1)

Fig. 18 = Perfis ThI/Th2 (celular ¢ citocinico) obtidos por citometria de fluxo. no LLBA e no sangue periférico, do doente
correspondente a Iig. 17 (Grupo |)
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Grupo |

> 10 Canais > 100 Canais > 1000 Cuanais

I-11 p <0001 - y < (L2

Fig. 19 — Auto-fluorescéncia dos macrofagos alveolares recolhidos por LBA (Grupos 1 ¢ 11)

Autofluorescéncia

Fig. 20 - Auto-fluorescéncia dos macrofagos alveolares correspondentes a um individuo com uma situagdo menos grave

de tuberculose pulmonar (Grupo 1), determinada por citometria de fluxo
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Autofluorescéncia

Fig. 21 — Auto-tluorescéneia dos macrofagos alveolares obtidos atraves de LBA, num doente com uma forma clinicamente
grave de tuberculose pulmonar (Grupo 11), determinada por citometria de fluxo

B — Dos Grupos R e I[I-R

Celularidade do LLBA

A alveolite dos individuos resistentes a medicagédo
(Grupo R) apresentava valores mais clevados da
celularidade total (Fig. 22) — 264241 células /mm’ -
em relagdo ao conjunto global que integrava o Grupo
I - 226183 células/mm’ - e, obviamente, ao Grupo
II-R - 206151 células/mm’ - parecendo, assim,
influenciar a contagem das células totais presentes no
LLBA dos doentes mais graves.

Quanto 4 distribuigdo dos diferentes elementos
celulares, assinala-se, no.Grupo R, um desvio no
mesmo sentido (Fig. 23) da percentagem de linfécitos
(27.5+25.7%) e um afastamento em sentido contrério
do namero de polimorfonuclcarcs neutrofilos
(4.0+5.8%). Nestas circunstincias, face a uma dimi-
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nui¢do, embora ligeira, das células linfocitarias no
Grupo I1-R (19.1£15.4%) e a um aumento dos neutro-
filos (8.1£17.9%), ndo admirara que a percentagem de
macréfagos tivesse igualmente variado nestes conjun-
tos, em fungdo das oscilagdes observadas nos outros
elementos celulares (67.8425.2% no Grupo R;
72.6+22.4% no [1-R ¢ 70.94£22-9% no Grupo II).

Assim, o pulmdo profundo dos doentes com
formas graves de tuberculose, para as quais contribuiu
a resisténcia a medicac¢do, contem mais células, na
dependéncia de uma maior quantidade de linfocitos, o
que acarreta uma queda relativa do nimero de fagéci-
tos nessas areas.

Resposta Imunitdria Celular

Os desvios relativos as populagdes e subpopula-
¢oes linfocitarias do LLBA, correspondentes aos trés
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Cel. 10 ml

Grupo 11
3000)q

Grupo II-R

Fig. 22 — Cclularidade total do LLBA nos individuos que integravam os Grupos R, [I-R ¢ 11

Grupo 1l

Grupo 11-R

Fig. 23 — Celulandade percentual do LLBA nos doentes correspondentes aos Grupos R, 11-R e |1
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conjuntos de doentes aqui em analise (Grupo R, II-R
e II), quando existiam, ndo apresentavam qualquer
expressdo significativa como se pode constatar pela
observacdo dos respectivos resultados (Fig. 24),
apresentados pela ordem acima assinalada: CD3 (90.0
+11.0%/92.4+5.4%/92.1+£7.7%); CD4 (49.9 £ 27.1%/
/52.3+15.4/54.1£19.6%); CD8 (33.7 +18.6% /34.0
+12.8%/33.9+14.6%); CD4/CD8 (2.4 +2.3/2.1 £2.0/
[2.2+2.1).

Ja em relagdo as células y/6 (Fig 24), verificou-se
um ligeiro aumento entre os resistentes (3.2+3.2%
/2.3+1.4%/2.7+2.1%), enquanto que a actividade NK
(Fig. 25) era aparentemente semelhante nos trés
grupos considerados (2.9+3.4%/2.2+1.8%/2.5+2.4%),
e muito proxima da do Grupo I (3.1£2.3%).

No sangue (Fig. 26), salienta-se a diminui¢do das
células CD3 no Grupo de resistentes (66.8+13.0%), o
que condicionava, assim, a elevagdo da percentagem
destes elementos celulares nos restantes individuos do
Grupo 1 (76.2+14.7%), em relagdo a globalidade

desse Grupo (72.8+14.5%). Curiosamente, existia
agora uma diferenca estatisticamente significativa
(p<0.004) na percentagem de células CD3, entre o
Grupo R e o Grupo I. A moderada eleva¢do do nume-
ro de linfocitos CD4 nos resistentes (39.2+10.9%), em
relacdo aos ndo resistentes (34.4+-8.0%) e 4 totalidade
dos individuos que integravam o Grupo II (36.1 +
9.1%), permitiu reconhecer a presenga de uma diferen-
¢a significativa (p<0.006) quando se comparavam 0s
Grupos II-R e . Salienta-se a expressiva e significati-
va (p<0.002) queda dos CD8 no Grupo R (23.6+6.9%)
em relagdo ao Grupo II-R (38.0£12.1%), o que os
diferencia, igual ¢ significativamente (p<0.02), das
situagoes mais leves. Assim, a relagdo CD4/CD8 era
mais clevada nos resistentes (1.8+0.7), pelo que se
afastava significativamente (p<0.02) do Grupo 11-R
(1.1£0.7). Entretanto, as situa¢es de resisténcia
medicamentosa ndo pareceram exercer qualquer
influéncia em relagdo as células y/d (Fig. 26), as quais
apresentavam, nos trés Grupos aqui considerados,

Fig. 24 — Populagoes ¢ subpopulagoes linfocitarias do LLBA nos Grupos R, 11-R ¢ 11
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—— =

CDI6CDS6

Fig. 25 — Actividade NK (CD16 CD56) no LLBA ¢ no sangue periférico dos Grupos II-R, Il e R

Fig. 26 — Populagdes e subpopulagoes linfocitarias no sangue periférico dos Grupos R, 1-Rell
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valores muito semelhantes (4.5t 2.3%/ 5.2+ 3.7%/
/5.0£3.2%).

A actividade NK marcada pelo CD16 CD56 (Fig.
25) parecia aumentar paralelamente a gravidade da
situagdo: 8.9+7.7% nas situagdes menos graves
(Grupo I); 9.1£14.3% no Conjunto II-R; 11.3£13.2%
no Grupo II; e 15.3£10.5% nas formas graves com
resisténcia medicamentosa (Grupo R).

Resposta Imunitdaria Humoral

A quantidade de linfécitos B no LLBA era muito
reduzida (Fig. 27): 0.4£0.4% no Grupo R; 1.0£1.1%
no Gnupo II-R; e 0. 8+£0.9% no Grupo I1.

No entanto, a sua evolugdo no sangue (Fig. 28)
ocorria de uma forma semelhante a acima apontada
para a actividade NK nesse meio bioldgico, embora
com afastamentos muito ligeiros. Assim, pela mesma
ordem, sdo os seguintes os seus valores: 9.6+6.7%:;
9.9£7.6%: e 10.6+9.7%.

Quanto as imunoglobulinas (Fig. 29), apenas
doseadas no sangue, s6 a IgM apresentava valores de
acordo com as variagoes das células B: 103.7+34.7
mgr%; 107.3£42.6mgr%; 117+46.4 mgr% e
205.8+135mgr%. O teor mais elevado da IgA foi
detectado no Grupo R (377+165.7 mgr%), que assim
se diferenciava do Grupo II-R (354.2+186.0 mgr%) e
da totalidade do Grupo II (372.3+182.6 mgr%). Ja a
[gG aumentava de tal maneira entre os resistentes
(1827+£496.3 mgr%) que lhe permitia diferenciar-se
significativamente (p<0.04) dos restantes individuos
que integravam o Grupo 1 (1383+288.3 mgr%), ao
qual, na sua globalidade, correspondia o valor de
1517+416.7 mgr%.

Pelo que diz respeito ao Complemento, a sua
frac¢do C3 (Fig. 30) aumentava moderada mas signifi-
cativamente (p<0.02) nos resistentes (197.2+
34.5mgr%), por oposi¢do aos restantes doentes —
Grupo II-R (170.9£27.9 mgr%) — o que conduzia aos
valores de 181.9+£32 mgr% para o Grupo 1. Entretanto,
a frac¢do C4 (Fig. 30) exibia niveis normais ¢ muito

Fig. 27 — Populagdo linfocitaria B no LLBA dos Grupos R, [I-R e 1]
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Fig. 28 — Populagdo linfocitaria B no sangue periférico dos Grupos R, 11-R e 1]

Fig. 29 — Imunoglobulinas Gi, A ¢ M no sangue periférico dos Grupos R, [1-R e II
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Fig. 30 — Fracgoces C3 ¢ C4 do Complemento no sangue periférico dos Grupos R, [I-R e 1l

préximos nos trés conjuntos: 37.1£7.7 mgr% no Grupo
R: 38.6+13.9 mgr% no Grupo II-R; ¢ 38.8+12.4 mgr¥%
no Grupo II.

A o-1-antitripsina (Fig. 31) apresentava-se mode-
radamente elevada, mas com valores semelhantes, nos
trés conjuntos: Grupo R (242.7+101.1 mgr%]); Grupo
[I-R (245.8+100.1 mgr%); e Grupo II (253.5+99.7
mgr%).

Perfis Linfocitirios Th1/Th2 — Celulares
e Citocinicos

O fenémeno da resisténcia medicamentosa nao
pareceu influenciar os perfis Th1/Th2, tanto pelo que
diz respeito aos fenétipos linfocitarios, como ao
respectivo ambiente citocinico, a nivel das areas
lesadas. Com efeito, em relagdo aos Grupos R, [I-R e
II, os valores dos elementos celulares (Fig. 32)
(23.4+11.8%/24.7+8.8%/24.3+9.7% para os Thl e
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26.4+16.5%/27.6+8.7%/27.2+11.6% para os Th2) e
das citocinas (Fig. 33) (7.8+2.5%/7.6+2.6%/7.3+1.8%
para o y-INF; 10.9+1.2%/9.8+1.2%/10.3+1.3% para
allL.-4:e2.3+0.5%/1.840.7%/1.3£1.0% para o y-INF
+ [L4) apresentavam-se muito aproximados.

Ja no sangue, embora sem diferengas estatistica-
mente significativas, parecia existir uma ligeira
elevacdo dos Thl (Fig. 34) e uma pequena queda do
namero de Th2 entre os resistentes
(32.9£10.3%/25.9+8.1%/28.4+9.3% para os Thl e
6.2+3.9%/8.3+4.1%/7.6+4.1% para os Th2), o que
nio se verificou em relacdo as citocinas (Fig. 35)
(19.0£2.7%/18.3+2.6%/17.6£2.4% para o Y-INF;
8.7+2.0%/8.7+2.4%/8.6+2.7% para a Il,-4; e
3.4:0.8%/3.2+0.8%/2.9+0.9% para o y-INF + 11.-4).

Assim, nas regides pulmonares atingidas relativas
as formas mais graves, as células linfocitérias Th2 e a
citocina IL-4 continuavam a predominar sobre as Th1
e 0 ¥-INF, independentemente de os doentes apresen-
tarem ou ndo resisténcia a medicagio, atestando a
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Fig. 31 = a-|-Antitripsina no sangue periférico dos Grupos R, H-R ¢ 11

Grupo 11-R

Fig. 32 — lendtipos linfocitarios Thl/I'h2 do LLBA nos Grupos R, 11-R ¢ 1
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y-INF + IL4

Fig. 33— y-INI" e IL-4 do LLBA nos Grupos R, II-R ¢ 1

Grupo 11

Grupo II-R

Fig. 34 — Fendtipos linfocitarios Thl/Th2 no sangue periférico dos Grupos R, II-R e 1l
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y-INF + 1.4

Fig. 35 — y-INI ¢ [L-4 no sangue periferico dos Grupos R, [-Re [l

gravidade da situagio clinca, o que ndo acontecia no
sangue periférico, onde o perfil Thl, celular e citocini-
co, permanecia largamente dominante.

Auto-Fluorescéncia dos Macréfagos Alveolares

Paralelamente, os macrofagos alveolares dos
individuos com resisténcia medicamentosa, embora
continuassem a revelar uma significativa diminuigdo
da sua capacidade funcional, ndo constituiam, entre as
formas graves, o conjunto mais atingido (Fig. 36).
Antes pelo contrario, a sua auto-fluorescéncia, particu-
larmente nas determinagdes efectuadas acima dos 100
canais (51.5£15.1% > 1000 canais; 16.6+13.9% > 100
canais; 0.6£1.0% > 10 canais), apresentava-se superi-
or a dos restantes doentes (Grupo 1I-R) (44.3£17.2%
> 1000 canais; 3.7+£6.0%> 100 canais; 0.0+£0.1> 10
canais) e a globalidade do Grupo II (46.2£16.8%;
6.0+7.2%; 0.2+0.6%).
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DISCUSSAO

Na infec¢@o primaria, os Mycobacterium tubercu-
losis (MTs) inalados que ultrapassam a barreira oposta
a sua progressao pelo tapete muco-ciliar alojam-se no
pulmdo profundo, habitualmente nas areas subpleura-
is, dando origem a um infiltrado que atinge a regido
intersticial, os vasos sanguineos e as paredes bronqui-
cas, onde os bacilos se multiplicam livremente.

A lesdo assim constituida, na qual a expansdo
bacilar ¢ frenada pelo macrofago alveolar, auto-limita-
-se em cerca de 90% dos casos. E, no entanto, a partir
dos bacilos quiescentes que permanecem no interior
dos macréfagos ou do tecido cicatricial resultante
dessa agressdo que, mais tardiamente, se desencadeia
a tuberculose de reinfec¢cdo (9).

Resisténcia Inespecifica

A primeira linha de defesa face a actividade destes
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Cirupo 11-R

Fig. 36 — Auto-fluorescéncia dos macrofagos alveolares recolhidos por LBA nos Grupos R, 11-R e 1]

MTs que atingem o pulmédo profundo e ai se multipli-
cam, intra ou extra-celularmente, esta ligada a fenéme-
nos de resisténcia natural, inespecifica e independente
da interveng¢do imunitaria, admitindose que seja deter-
minada por um géne autossémico e dominante (10).
No contexto da resisténcia a infecgdo tuberculosa,
o macréfago alveolar representa, desde esta fase
inicial, a placa giratoria da qual depende a maioria
dos fenémenos que em cascata se virdo a desencadear
a partir do momento em que se processa a sua activag-
do, na sequéncia da fagocitose dos MTs ou dos respec-
tivos componentes, que no seu conjunto assumem uma
expressdo antigénica particularmente complexa
(proteinas da parede e da membrana, isoladas ou em
combinagdo com estruturas lipidicas e polissacarideas,
e as proteinas de exportagdo, vertidas no ambiente
celular apds sintese intra-citoplasmatica, as quais
representam uma importante fonte de estimulagio
imunogénica), até a morte intracelular dos bacilos,
passando por uma importante interliga¢do aos restan-
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tes elementos celulares presentes no pulméo profundo
(10).

Recorde-se, entretanto, que durante todo o curso da
infec¢do o macréfago alveolar continuara a ser estimu-
lado, por via indirecta, através das citocinas das
células T-CD4 especificamente activadas por antigéni-
os peptideos (11).

No dmbito dos mecanismos de defesa inespecifica
outros elementos parecem assumir um papel de
particular importincia. Trata-se das células com
actividade NK, face a sua capacidade de sintese do y-
-INF, o qual, alis, ira ser decisivo na fase imediata-
mente seguinte, ao promover a diferenciagdo do
fendtipo linfocitario Th1 (10). De facto, nos resultados
que obtivemos € possivel reconhecer, no LLBA, uma
correlagdo significativa (p<0.04) entre a actividade
NK marcada pelas células CD 16 CD56 e a taxa de
Thl (Fig. 37). Esta actividade encontra-se aparente-
mente dependente da IL-12 sintetizada pelas células
macrofagicas, ja que, no animal, foi demonstrado que
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p < 0.04

CD16CD36

Fig. 37 — Correlagdo entre a actividade NK (CD 16 CD306) ¢ a taxa de hntocitos 1hl no LLBA

a deplegdo das células NK, ou a inibi¢ado da 11L.-12
pelas citocinas [L-10 e I[L-4, desencadeia uma diferen-
ciagdo linfocitaria exclusivamente Th2 ¢ uma diminu-
icdo da expressdo y-INF (12,13,14.15). A importancia
da interven¢do da IL12 na activagdo dos Thl ¢é de-
monstrada pela existéncia de uma relagdo dose/
/dependéncia neste fendmeno.

Resisténcia Especifica

Na sequéncia da fase inicial, inespecifica, habitual-
mente curta e caracterizada por sucessivos fenomenos
de necrose, surge a resisténcia especifica, esta de
naturcza imunitdria, intimamente ligada ao ecixo
macrofagico-linfocitario.

Diversos argumentos atestam a importancia assu-
mida por estes elementos celulares na resisténcia
especifica a infec¢do pelo MT, sucintamente assim
expressa (10):
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¢ O macrofago alveolar, na fagocitose ¢ destrui-
¢do das micobactérias e no papel de placa
giratoria da maioria dos fendmenos imunolégi-
COS que ocorrem neste processo.

* As populagoes linfocitarias T-CD4, CD8 e v/,
na amplia¢do da resposta imune, com o concur-
so de citocinas, ¢ na lise das células alvo, parti-
cularmente dos macrofagos infectados, através
de uma actividade citotoxica.

A decisiva influéncia destas populagdes na evolu-
¢do da infecgdo tuberculosa encontra-se seguramente
averiguada, como resultado da extensa investigagdo
que nestes dominios foi efectuada e de cujos resulta-
dos se destacam os seguintes elementos:

Em relagdo as células T-CD4

e Correlagdo entre a sua reactividade e a extensio

das lesoes.

* Reactivacdo de MTs quiescentes e agravamento

das lesoes tuberculosas na infec¢do VIH, a qual
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cursa, como se sabe, com baixos niveis de CD4.

e Associagdo destes elementos celulares a eleva-
dos teores de y-INF e de IL-12.

e Presenca de diminutas taxas destes linfocitos nas
4reas necroticas, em contraste com a sua elevada
concentragdo nas formagoes epitelidides.

o Actividade citotoxica/citolitica adstrita aos
linfocitos T-CD4 reactivos ao MT perfeitamente
demonstrada.

Em relagdo as células T-CD8

» Activagdo especifica destes linfocitos na infecg-
a0 tuberculosa.

 Capacidade reconhecida a estas células para
destruir os elementos celulares infectados pelo
MT.

e Importante produgdo da y-INF e de IL-4 neste
contexto.

e Provavel envolvimento nas relagdoes Thl/Th2
desde a fase inicial da infecgao.

Em relagdo as células T —y/d

= Vigorosa resposta destes linfocitos face ao PPD.

e Acumulagdo destes clementos celulares em
diversas circunstancias: nos pulmdes expostos a
aerossois de PPD; nos génglios linfaticos depois
da imunizag¢do com MTs; na cavidade peritoneal
apés infec¢do com BCG; nas areas necroticas
das linfoadenites tuberculosas.

¢ Aumento destes linfocitos no sangue periférico,
selectivamente induzido pelo MT.

* Promogdo da lise dos macrofagos infectados
com Mts.

 Participagdo na granulomatogénese, através da
secreg¢do de citocinas.

» Resposta, ndo especifica, ao factor Corda.

Influéncia da Resposta Imunitiria do Pulmio
Profundo no Espectro Clinico da Tuberculose

A semelhanga do que ocorreu noutros quadros
patoldgicos, também a TP viria a ser alvo de um
notavel impulso no ambito da interpretagdo dos
mecanismos patogénicos que comandam o seu espec-
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tro clinico com a aplicagdo da LBA. Na verdade, este
método, ao permitir-nos estudar, no proprio local das
lesdes, a celularidade, diversos aspectos da imunidade
celular e humoral e variados pardmetros bioquimicos,
tem contribuido decisivamente para o conhecimento
que hoje se possui desta afec¢do e, muito particular-
mente, de algumas modificagdes que surgiram nos
altimos tempos (17,18).

Ainda neste contexto, a possibilidade de repeti¢do
do exame no decurso da doeng¢a permite-nos apreciar
o0s acontecimentos intimos que ocorrem durante a sua
evolugdo e as variagdes sofridas pelos diversos para-
metros neles implicados. Assim, por exemplo, a
cinética das populagdes linfocitarias T, acompanhadas
pelos respectivos padrdes citocinicos presentes no
pulmdo profundo durante a TB, variam ao longo do
tempo ¢ correlaccionam-se com o tipo e a importancia
da lesdo tecidular: na fase aguda, inicial, predominam
as células T-CD4, particularmente o fendtipo Thl,
atestado pela presenga de células IL-2 positivas e de
um notavel aumento de y-INF m RNA; ja na fase
cronica, assiste-se a uma elevagdo dos linfécitos T-
CD8, acompanhados de um perfil ThO, face a equiva-
lente detecgdo de IL-2 e IL-4 nas lesdes pulmonares,
coincidentemente com elevados niveis de y-INF ¢ de
[L-4 m RNA; quanto as células T-y/8, foi possivel
constatar que a sua presen¢a se manifesta pela
ocorréncia de dois picos — um na fase inicial, pelo
terceiro dia, ¢ outro na fase crénica, pelos quatro
meses.

Por isso, alguns autores julgam ser possivel prever
a gravidade da situagdo tuberculosa através da distri-
buigdo percentual dos diferentes elementos celulares
que integram o LLBA, a qual seria benéfica quando
ocorre uma elevagdo linfocitaria e mais grave quando
se assiste a um aumento do nimero de fagdcitos.
Pessoalmente, ndo perfilhamos esta opinido, na
medida em que, independentemente da quantidade
total de células linfocitarias presentes no LLBA, serdo
as respectivas subpopulagfes que irdo determinar a
diversidade da evolugdo clinica. Alids, os nossos
resultados permitiram-nos constatar que eram precisa-
mente as formas mais graves que continham, no
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pulmdo profundo, um maior nimero de linfocitos
CD4, mas a custa do seu fenétipo Th2, o que acarreta-
va uma diminui¢do da resisténcia face a agressdo
micobacteriana.

Avaliagdo do Tipo e Extensdo da Alveolite

A andlise dos resultados obtidos neste estudo
permite-nos constatar que a infecgdo tuberculosa
desencadeou no pulmdo profundo, como seria de
aguardar, um moderado processo inflamatorio que se
traduzia pela presenga de uma alveolite, particular-
mente nas situagoes clinicas mais delicadas.

No entanto, a gravidade desta infecgdo ndo se
relacionava apenas com a intensidade das alteragoes
inflamatorias, mas igualmente com a distribui¢do
percentual dos diferentes tipos celulares que integra-
vam o LLBA. Com efeito, a alveolite das formas
clinicamente mais leves apresentava um predominio
de células fagocitarias, enquanto que nas mais graves
s¢ acentuava a clevagdo do numero de linfécitos e de
polimorfonucleares neutréfilos.

Assim, a medida que a situagdo clinica se agravava
diminuia, nas dreas lesadas, a quantidade de macrofa-
gos e a alveolite assumia caracteristicas nitidamente
linfociticas.

Avalia¢do da Resposta Imunitiria

0 estudo das populagdes e subpopulagoes linfocita-
rias T (CD3, CD4, CD8, y/6 ¢ CD16 CDS56) ndo
revelou, neste conjunto de individuos, a presenga de
desvios significativos. De assinalar, apenas, uma
aparentemente benéfica elevagdo da percentagem de
células CD4 e, por via disso, um aumento da relagdo
CD4/CD8 no LLBA, correspondente as situagdes mais
graves, ao contrario do que se verificava no sangue
periférico, onde estes elementos celulares predomina-
vam, embora ligeiramente, nas formas mais leves.

No entanto, se parecia incontroversa uma maior
atracgdo as regides pulmonares mais gravemente
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lesadas de um acrescido nimero de linfécitos T-CD4,
a verdade ¢ que os linfocitos T-y/0 e a actividade NK
se encontravam levemente diminuidas nas dreas
patologicamente envolvidas, de acordo com a evolu-
¢do da situagdo.

Dir-se-ia assim que, no 6rgdo lesado, a atestar a
gravidade das lesdes se encontrava a queda local das
células T-y/8 e NK e que a marca representativa da
capacidade reactiva do organismo se exprimia através
da elevacdo, nessas areas, dos linfocitos TCD4.

As defesas imunitarias que acorrem 4 infecgcdo
tuberculosa sdo de mediagdo celular, ndo se reconhe-
cendo a imunidade humoral uma participagdo relevan-
te nestes fenomenos, o que estd de acordo com os
resultados que obtivemos nestes dominios. De facto,
a populagdo linfocitaria B, sempre em valores muito
superiores no sangue periférico, repartiu-se uniforme-
mente pelos dois grupos estudados, tanto nesse meio
bioldgico como no LLBA. Quanto as imunoglobulinas
séricas, embora se assistisse a uma elevagdo dos
valores da IgA, as diferengas entre os dois conjuntos
eram tdo diminutas que julgamos ndo lhes dever
atribuir qualquer significado no contexto da diferenci-
a¢do da situagdo clinica. Mas alguns autores referem
que, para além de um aumento da IgM nas fases
iniciais da doenga, pode ocorrer uma elevagéo do teor
de IgA., alias como de IgE, no decurso da evolugdo da
infecgcdo, apenas nas situagdes clinicamente graves,
nas quais se reconhece um compromisso da imunidade
retardada. Em relagd@o a IgE ndo nos repugna aceitar
que os seus niveis se encontrem ligados a gravidade da
situacdo clinica. SHIRAKA WA (19), entre outros, tem
chamado a atengdo para a existéncia de uma relagio
inversa, mas significativa, entre a hipersensibilidade
a0 MT e a atopia, traduzida na observagdo de reacgoes
positivas a tuberculina na gcneralidade dos individuos
com diminuta incidéncia de asma ¢ com baixos niveis
de IgE. Nas formas graves de TP, uma acrescida
sintese de IgE estaria, quanto a nds, ligada a uma
maior produgdo de IL-5, a qual representa 0 mais
importante factor envolvido na activagdo eosinofilica,
dado que a sua sintese ¢ induzida pela IL-2, cujo nivel
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¢ localmente proporcional a intensidade do componen-
te inflamatério.

O espectro de gravidade clinica da TP resultara
sempre da luta que se estabelece entre o agente infec-
tante ¢ a capacidade defensiva do organismo.

Ora, em relagdo ao conjunto dos casos que integra-
vam este estudo, ndo nos pareceu que os bacilos que
atingiram esses doentes manifestassem uma maior
agressividade. Alids, a analise dos resultados permitiu-
nos constatar que mesmo os individuos portadores de
resisténcia medicamentosa, embora integrados no
conjunto de situagdes clinicas mais graves, ndo se
afastavam, neste contexto, dos restantes individuos
desse grupo ¢, portanto, este fendmeno ndo parecia
justificar, so por si, a gravidade clinica que afectava
esses elementos.

Por outro lado, os pardmetros classicamente
utilizados para marcar o estudo da imunidade celular,
tanto no departamento sistémico, como localmente,
através da LBA, ndao permitiram diferenciar a gravida-
de das situagdes clinicas em analise. Nestas circuns-
tancias, face a um esquema que integre os diversos
factores ¢ as relagdes entre si estabelecidas, apontados
como relevantes nos mecanismos patogénicos da TB.,
dir-se-ia que os resultados até agora apreciados ndo
forneceram indicagbes susceptiveis de  poderem
diferenciar, ¢ assim explicar, a razao pela qual indivi-
duos aparentemente imunocompetentes reagiam de
forma tdo diversa ao mesmo agente infecioso. Na
verdade, ndo parcce que as pequenas diferengas
detectadas no pulmao profundo destes tuberculosos,
em relagdo a percentagem de células CD3, CD4, CDg,
¥/6 ¢ NK, possam definir um perfil imunolégico
adstrito a uma expressao clinica tdo acentuadamente
grave como aquela que correspondia aos individuos
que integravam o Grupo I1.

Importincia dos Perfis Th1/Th2 no Espectro
de Gravidade da Tuberculose
Foi neste contexto que decidimos aplicar a cste
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conjunto de doentes a metodologia que nos permitiu
estudar, noutro projecto de investigagdo (20), as varia-
¢oes dos fendtipos linfocitarios CD4 —Thl e Th2 —¢
a sua influéncia no espectro de gravidade destas
situagdes clinicas, modeladas pelo microambiente
citocinico presente nas respectivas lesdes. Com efeito,
o relato de outros grupos de trabalho (21,22,23,24, 25,
26.27.28.29.30) que igualmente se dedicam a este tema,
mas também a perspectiva de que, a semelhanga do
que detectamos na infecgdo VIH (20), os linfocitos
Th1 se encontrassem envolvidos nos fendmenos de
resisténcia imunitaria celular ¢ os Th2 mais adstritos
a susceptibilidade a infec¢do ¢ aos mecanismos de
imunidade humoral, nomeadamente a diferenciagdo
linfocitaria B ¢ & anticorpogénese, pareciam apontar
nesse sentido. Esta hipotese seria reforgada pelo facto
de se ter demonstrado que noutra micobacteriose, a
lepra, um perfil Thl sc encontra presente na forma
tuberculoide enquanto que a forma lepromatosa cursa
com um predominio de Th2 (22.29).

E. de facto, pudemos constatar que as situagdes
clinicamente menos graves se cxpressavam por um
predominio de¢ Thl no microambicnte lesional ¢ as
mais graves por um clevado nimero de Th2, ao
contrario do que sucedia no sangue periférico, onde a
percentagem de Th1 ultrapassava sempre ¢ largamente
a de Th2, independentemente da gravidade do quadro
clinico. Também LIN (30) pode obscrvar, nas lesdes
muito extensas da lepra, um excesso de Th2, os quais
s¢ encontravam ausentes no sangue periférico.

Ora, a importancia desta cinética linfocitaria no
pulmdo profundo reside no ambiente citocinico que
acompanha cada um destes perfis, do qual resulta uma
maior ou menor capacidade defensiva frente ao agente
infeccioso. Por isso, as manifestagdes clinicas dos
nossos doentes dependiam, entre outros factores, das
citocinas ligadas ao predominio de Thl ou de Th2. Na
verdade. uma maior quantidade de y-INF, adstricta ao
perfil Thl, ¢ o seu papel imunorregulador, pareciam
conferir uma maior resisténcia a infeegdo tuberculosa,
enquanto que nas formas graves, onde a citocina mais
abundante era a [1.-4, correspondente a um perfil Th2,
0s doentes se revelavam mais susceptiveis.

Novembro/Dezembro 1998



INFLUENCIA DOS PERFIS Th1/Th2 NO ESPECTRO DE GRAVIDADE DA TUBERCULOSE PULMONAR

Alids, a andlise dos resultados que obtivemos no
ambito deste estudo, permitiu verificar que as células
Thl se correlacionavam significativa (p<0.005) e
positivamente com o y-INF (Fig. 38) e igualmente
significativa (p=0.0001), mas agora negativamente,
com a IL-4 (Fig. 39). Ndo admira, portanto, que as
variagdes em sentido oposto do y-INF e da [L-4 (Fig.
40) apresentassem, igualmente, uma correlagdo muito
significativa (p<6.4x107).

Para DEL PRETE (21), estas situagées individuais
seriam irreversiveis, dado que os perfis Th1/Th2 se
estabilizam uma vez instituidos, e as proprias células
T, nestas circunstancias, expandem preferencialmente
subpopulagdes produtoras de citocinas igualmente
definidas e estabilizadas, das quais dependem as
manifesta¢oes clinico-radiologicas.

Virios autores, como GRANGE (23), atribuem
uma importancia decisiva, neste contexto, ao contacto
primario da micobactéria com o microambiente
citocinico tecidular, do qual depende a via de maturag-

do predominante das células T. De facto, PEARL-
MAN (31) pdde verificar, in vitro, que a exposigdo de
células T de um individuo infectado pelo MT ao PPD
desencadeia uma resposta Thl com niveis de y-INF
muito superiores aos IL-4, mas se essa exposi¢io se
efectuar com células de um doente igualmente atingi-
do por filariase que, como se sabe, é responsavel por
um ambiente citocinico Th2, a reac¢do ao PPD ja se
acompanha por um predominio de IL-4 e IL-5. Assim,
o ambiente citocinico criado pela filariase modelava a
resposta Thl aos antigénios micobacterianos por
mecanismos aparentemente dependentes da I1.-4, dado
que essa reacgdo seria diminuida pela neutralizagéo
desta citocina. No entanto, ORME (32) viria a reco-
nhecer, através de estudos conduzidos em ratos, que a
cinética de emergéncia dos perfis citocinicos nos
processos imunitdrios face a infecg¢do tuberculosa se
inicia pelo y-INF e s vinte a quarenta dias depois se
detecta a presenga de 1L -4.

Na fase inicial desta diferenciagdo, a IL-12, cuja

L =097

0.005

Fig. 38 — Correlagdo. no LLBA. entre o fenotipo linfocitario Thl e o y-INF
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R=08
p = 0,0009

Fig. 39 — Correlagdo. no LLBA., entre o fenotipo linfocitario Thl ca 11.-4

= ().9
= 6.4 % 107

Fig. 40 — Correlagdo, no LLBA, entre as citocinas y-INF ¢ [L-4
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produgdo ¢ estimulada pelo macréfago infectado com
MTs, através do y-INF e do TNF-e, parece desempe-
nhar um papel decisivo, pois, nestas circunstancias, ela
actuaria directamente sobre as células CD4 naive, com
diferenciagdo de linfécitos Thl, os quais, juntamente
com as células y/8 e NK, segregariam factores estimu-
ladores da actividade microbicida do macréfago, num
auténtico mecanismo de feedback. E CASTRO (14)
verificou que a neutralizagdo precoce da [L-12 inviali-
bilizava uma resposta Thl, o que ja ndo acontecia a
partir do final da terceira semana de infecgdo.

Os nossos resultados parecem apontar, na esteira
de alguns trabalhos parcelares, para que a comutagdo
ou diferenciagdo das células Th (Th0?) em Thl e/ou
Th2, que conduza ao predominio de um destes fenoti-
pos, se efectue apenas no local das lesdes, em fungdo
do perfil citocinico do respectivo microambiente
celular e que se caracteriza, fundamentalmente, pela
significativa elevacdo das taxas de Th2 nas formas
graves desta infecgdo. Com efeito, pudemos verificar,
de acordo com ZHANG (33), que no sangue periférico
(Fig. 41) o desenvolvimento da TP estd associado a
uma pequena queda dos fendtipos Thl, mas sem
aumento dos Th2, sendo possivel constatar que os
teores destas células neste meio biologico diminuiam
a medida que a doenga se agravava.

A importancia patogénica destes fenétipos linfoci-
tarios parece igualmente atestada pelo facto de a sua
cinética, e respecitvo padrdo citocinico no pulmao
atingido por uma infecg¢do tuberculosa, variar através
do tempo e correlacionar-se com o tipo e importancia
da injuria tecidular (34).

Na presenga destes resultados caberd interrogarmo-
nos sobre as razdes que levam a criagdo de um ambi-
ente citocinico propicio a diferencia¢do das células
CD4 em Thl ou Th2. Embora ndo se encontrem ainda
suficientemente esclarecidos 0s mecanismos que
regulam estes fendmenos parece incontroverso que
alguns factores poderdo ser decisivos neste contexto,
como o tipo e quantidade de antigénio, a via de
imunizagdo, os factores genéticos, a actividade hormo-
nal, a prépria idade do doente, etc.
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Assim por exemplo:

¢ EBTEBAR (35) obteve, em carneiros, duas

respostas diferentes em fungdo do antigénio
micobacteriano utilizado: com estimulagdo pelo
PPDI desenvolvia-se um perfil Th2 acompanha-
do de uma substancial quantidade de IL-5,
enquanto que a utlizagdo do PPD2 desencadeava
a produgdo de elevados niveis de y-INF, tipicos
de um perfil Thi.

SURCEL (36) viria igualmente a reconhcecer, in
vitro, que as cé¢lulas mononucleadas do sangue
de individuos portadores de TB activa e de
individuos saudaveis sensibilizados apresenta-
vam acentuadas variagdes dos perfis citocinicos
quando estimuladas por dois antigénios mico-
bacterianos (38.000 e 19.000 MW) e por cinco
peptideos sintéticos.

BERNARD (37) pdde demonstrar a importancia
da via de imunizag¢do no estabelecimento de
uma resposta Thl ou Th2 através da utilizagdo,
na infecgdo pela Bordetella Pertussis, de uma
vacina celular (potente resposta protectora
mediada por Thl) em comparagdo com uma
vacina acelular (resposta Th2 e atraso na elimi-
nag¢do bacteriana).

GUERY (38) constatou, em estudos conduzidos
no rato, que a exacerbacdo de um perfil Th2 se
encontra dependente da dose de antigénio, alids
muito mais expressivamente para as pequenas
do que para as elevadas doses, sem que neste
fenémeno interfira qualquer predisposi¢do
genética.

MITRA (22) verificou que o fenétipo HLA-DR
das células apresentadoras do antigénio pode
modular a activag¢do Th1 versus Th2 na patoge- -
nia da infec¢do pelo Mycobacterium leprae.
Segundo ROOK (39), na TP, a conversdo ina-
propriada de um perfil Thl em Th2 podera
resultar de subtis altera¢des enddcrinas causadas
pelo MT e pela resposta organica a este bacilo.
Para este autor, o balango Th1/Th2 ndo sera
determinado pelos epitopos, mas sim por estes
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Thi

-1 p<0,05

Th2
-1 p<0,001

y-INF + IL4

Fig. 41 — Comparagdo, entre o LLBA ¢ o sangue periférico, dos perfis Thl/T'h2 (celular (a) e citocinico (b))

nos Grupos L e 1l
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fenémenos hormonais associados aos efeitos
adjuvantes dos componentes microbianos (ape-
nas comegados a definir), desempenhando as
citocinas o papel de mediadores nestas vias.
De facto, este autor poéde confirmar, na TB,
particularmente nas Suas formas graves, um
aumento das taxas de cortisol plasmatico, resul-
tante de uma acrescida conversdo da cortisona
em cortisol, processo este mediado pela enzima
hepatica 11B-HSDI. Ora, quando estes fenome-
nos ocorrem no pulmédo poderao contribuir para
a ineficacia funcional do macréfago e do linfo-
cito T.
Por isso, 0 cortisol, assim como os glucorticoi-
des, ao inibirem a produgdo de y-INF e de [L-2,
sd0 imunossupressores ¢ susceptiveis de provo-
carem a reactivacdo da TB, ja que esta anomalia
cortisonica parece apresentar fundamentos
constitucionais, o que explica que ndo se encon-
tre completamente resolvida, mesmo em doentes
tratados. Entretanto, sabendo-se que o sulfato de
dehidroepiandrosterona representa um potente
antagonista da actividade imunorreguladora do
cortisol, ndo admira que o espectro de gravidade
da TB, representado pelo balango celular
Th1/Th2, se encontre intimamente ligado as
variagdes da relagdo cortisol/sulfato de dehidro-
epiandrosterona.

¢ Um factor de agravamento face a infecgdo
tuberculosa reside no aumento da idade, pois a
relagdo Th1/Th2 ndo permanece imutivel ao
longo da vida. Com efeito, se parece incontro-
verso que o modelo Th2 se apresenta similar nos
jovens e nos idosos, 0 mesmo sc ndo passa com
o Thl, o qual diminui com o decurso do tempo,
por forma a que o nimero destas células produ-
toras de y-INF, que nas idades mais jovens
ronda os 71%, venha a cair para os 39% a partir
dos setenta anos. Pelo contrério, as células ThO,
simultaneamente produtoras de y-INF e de [L.-4,
que nas idades mais baixas ndo ultrapassam
25.8%, alcangam nos idosos, a percentagem de
57.6% (40).
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O conjunto dos nossos doentes encontrava-se
numa faixa etdria correspondente a idade média
da vida, pelo que este fenémeno ndo devera ter
influenciado a sua situa¢do imunitdria, mas, face
ao alargamento dessa idade média, € bem possi-
vel que ele assuma uma notoria importancia no
preocupante aumento da indicidéncia da TB nos
grupos etarios situados para além dos sessenta e
cinco anos, a qual vem ocorrendo em numerosos
paises, incluindo Portugal.

Assim, os resultados obtidos com o estudo dos
perfis Th1/Th2 (celulares e citocinicos) ¢ o conheci-
mento da influéncia sobre cles exercida pelo balango
da relag@o cortisol/sulfato de dehidroepiandrosterona,
permitiu-nos elaborar um esquema que abarque o
comportamento dos mecanismos patogénicos envolvi-
dos na TB. Com efeito, a introdugdo que nele efectua-
mos dos dados relativos a esses parametros possibilita-
nos uma melhor compreensdo da evolugdo clinica da
TB, em fun¢do do predominio de um dos perfis,
Thl/Th2, no microambiente das respectivas lesoes ¢ a
influéncia que exercem sobre a capacidade microbici-
da da célula macrofagica (Fig. 42).

De facto, o perfil Thl constitui um elemento
fundamental no processo de resisténcia orgdnica a
infecgdo tuberculosa face a sua corrclagdo com a
actividade pro-inflamatoria, ¢ isto porque a IL-2 ¢
considerada o mais potente factor de expressdo das
células T e o y-INF o mais importante activador dos
macrofagos.

Por isso as relagoes 1L-2/IL-10 ou y-INF/IL-10
poderdo constituir importantes indices de avaliagdo do
ambiente citocinico presente no pulmao profundo.

E a corroborar o relacionamento do perfil citocini-
co das dreas pulmonares lesadas com a capacidade
funcional dos macrofagos alveolares ai residentes,
perfilam-se os resultados que obtivemos com o estudo
da auto-fluorescéncia destas células. Na verdade,
embora tenhamos presentes as limitagdes que poderda
ser colocadas a utilizagdo desta técnica, ndo deixa de
impressionar vivamente a queda muito significativa,
particularmente nas determinagdes efectuadas para
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« Apressio pelo MT/Defesas Orgénicas °

" CD4 Th2

» Linfécitos T

Fig. 42 — Lsquema destinado a integrar os principais factores que intervém nos mecanismos patogenicos

da tuberculose pulmonar

além dos 100 canais, que observamos nas situagdes
clinicas mais severas, em perfeita sintonia com um
perfil citocinico desfavovavel — predominio de Th2 e
excesso de IL-4.

Uma outra citocina reconhecidamente importante
no espectro citocinico envolvido na infec¢do tubercu-
losa ¢ o TNF-a, face a influéncia que exerce no
reforgo da resposta organica aos antigénios micobacte-
rianos, na sequéncia da sua sintese, principalmente
pelos linfécitos T ¢ pelo macrofago alveolar. Com
efeito, parece indiscutivel a importancia da sua
participagdo na co-estimula¢do que conduz a resposta
granulomatogénica, a qual constitui um decisivo
mecanismo de defesa face a infecg¢do tuberculosa. E a
atestar essa influéncia citariamos, entre muitos argu-
mentos, o facto de CHENSUE (41 ) ter constatado que
a sua depelagdo in vivo conduz a uma diminuigdo de
aproximadamente 40% das formagdes granulomato-
sas. Mas para outros investigadores, como ROOK (8)
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¢ HERNANDEZ-PANDO (42), o TNF-a podera
desempenhar, na TB, uma fungdo dupla. Assim, para
cstes autores, entre outros, a actividade protectora,
com estimulag¢do adicional dos macroagos alveolares,
apenas se exprimird quando as respostas imunes se
cfectuem através dos Thl, pois, com respostas mistas
(Th1+Th2 ou Th1+Th0), o TNF-« teria uma inter-
ven¢do lesiva, consubstanciada na necrose, o que
parece ocorrer nas formas cronicas desta afecgdo, onde
a resposta organica se encontra ausente ou muito
diminuida, com manuteng¢do de uma intensa agressdo
bacilar e com tendéncia para uma alteragio funcional
das células T, através de um perfil Th2.

Assim, o facto de o perfil Thl se encontrar intima-
mente ligado a actividade granulomatogénea constitui
um pesado argumento a favor dos mecanismos desem-
penhados por estas células nos processos defensivos
do organismo. E por isso se pode reconhecer nos
granulomas tuberculosos, os quais constituem a marca
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mais fidedigna desta patologia e cuja formagdo se
dirige a contengdo da doenga, a presenga de variados
elementos celulares, como os macréfagos, os linfoci-
tos T-CD4, CD8 e v/, os polimorfonucleares neutr6-
filos e as células epitelioides e gigantes de Langhans,
acompanhados, alidas, em condigdes normais, por
abundantes quantidades de pro-colagénio tipo 1, no
interior e na periferia dessas formagoes, caracteristicas
de uma fibrose activa.

A estimulagdo indispensdvel a formagdo destes
granulomas reside na actividade de certos componen-
tes micobacterianos e de diversos mediadores como o
y-INF, a IL-2, o TNF-a ¢ a [L-1P, esta tltima com
origem nos macrofagos activados, embora CHIZZO-
LINI (43) tivesse demonstrado, no animal, a possibili-
dade da sua sintese, em aprecidveis niveis, pelas
células Thl aquando dos contactos inter-cclulares dos
clones Thl com as células monociticas, no decurso
das respostas inflamatorias granulomatogéneas.

Neste contexto, também as quimiocinas pareccem
assumir um papel extremamente relevante, sobretudo
no dmbito da regulagdo da expressdo das células T
(42). Com efeito, foi ja reconhecido que os niveis de
proteina l-quimiotactil dos mondcitos (PIQM),
espontaneamente produzida nos granulomas tubercu-
losos, mas igualmente nos macrdfagos isolados apos
indugdo por antigénios micobacterianos, se encontram
elevados nas situagdes clinicas ligadas a um perfil
Th2. Este fenémeno pode ser igual ¢ experimental-
mente detectado através da depelegao do y-INF,
obtendo-se, pelo contra.rio, um efeito oposto com o
esgotamento da IL.-4 (41).

E o facto de a PIQM inibir a produgdo macrofagica
de IL-12 parece testemunhar um potencial efeito
directo sobre estas cé¢lulas.

Assim, as quimiocinas poderdo constituir 0s
clementos ideais para o reconhecimento das células
efectoras especificas nos locais inflamatérios, face a
actividade quimiotactil selectiva. Por exemplo, a
expressdo de trés quimiocinas (MIP-le, MIP-1P ¢
RANTES) foi ja relacionada com a resposta Thl ao
antigénio da bactéria estudada (44).
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A morte intra-macrofagica do MT, ou a sua qui-
escéncia, que ocorrem a nivel do granuloma e mesmo
durante a sua evolugdo para a necrose caseosa solida,
neste caso ja com o concurso dos 4acidos gordos
presentes ¢ de mecanismos citoliticos directamente
dirigidos ao macréfago infectado, a cargo das células
T-CD4 produtoras de y-INF, dos T-CD8 e dos T-y/8,
contribuem igualmente para a contengdo da doenga, ao
dificultarem a multiplicagdo bacteriana.

E a fase de tuberculose-infecgcdo, consubstanciada
na hipersensibilidade assinalada pela positividade da
intradermo-reac¢do aos derivados proteicos do MT
(Fig. 43).

A importancia das células T-y/d nos mecanismos
de defesa perante a infecgdo micobacteriana
manifesta-se ainda pela sua capacidade citotoxica (fig.
42). Também aquelas que sdo dotadas de actividade
NK (T-CD56) contribuem para o controlo desta
atec¢do, ndo so pela influéncia que exercem sobre a
diferenciagdo dos Thl através do y-INF, mas igual-
mente pelas propriedades citoliticas exercidas atraves
das citocinas LAK (lymphocyn activated Killer)
dirigidas especificamente contra células infectadas
pelo MT, sendo essa actividade mediada, na sua maior
parte, pela [L-2.

Ora, os nossos resultados parecem encontrar-se de
acordo com estes conceitos, ja que, tanto as células T-
v/®, como a actividade NK marcada pelo CD16CDS56,
revelaram, no LLBA, uma diminui¢do da percentagem
destes elementos celulares nas situagoes clinicamente
mais graves.

A importancia, muito relevante alias, da capacida-
de citolitica das células CD4 ¢ CDS8 reside na possibi-
lidade de estes elementos celulares exercerem um
efeito imunorregulador sobre a resposta Th2/Th0,
através da lise mediada pelo Fas, de uma forma Fas-
-dependente. De facto HAHNS (45) demonstrou,
recentemente, que os Th1 com expressdo Fas-ligando
m RNA, assim como os linfécitos CD8. lisavam
células Th2 ¢ ThO, fenomeno este que parece ser
estimulado ¢ ampliado pela IL-12. Esta actividade
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Fig. 43 - Lsquema fisiopatologico da infecgdo tuberculosa na sequéncia da inalagdo do Myvcobacterium tuberculosis

funcional do Fas-ligando nos Thl seria mediada ¢
potenciada pelo factor y-INF indutor (recentemente
proposto como [L-18), dado que os anticorpos anti-y-
INF nédo bloqueiam o y-INF indutor adstrito a citoto-
xidade dos Thl citotoxicos. Na auséncia de uma
evolugdo favoravel das lesdes granulomatosas ¢
caseosas solidas, representada pela regressao dessas
formagdes e pela fibrose ou pela calcificagdo das dreas
atingidas, assiste-se a progressdo da infec¢do através
do amolecimento, liquefagdo e constitui¢do de cavida-
des, apds eliminagdo do caseum, em cujas paredes a
multiplicagdo extra-macrofigica do MT se encontra
particularmente exaltada. E a fase de tuberculose
doenga e dos fendmenos de disseminagdo que tantas
vezes a acompanham (Fig, 43).

Estes processos necroticos, frequentemente depen-
dentes de uma quebra dos mecanismos de defesa
especifica, sdo tipicos, como s¢ pode apreciar através
do estudo das formas clinicamente graves que integra-
vam o nosso conjunto dec doentes, dc um perfil
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coticinico-linfocitario Th2, ligado ao parelelo incre-
mento de uma actividade imunossupressora. Sdo as
situagoes com diminuta resposta medicamentosa,
mesmo frente a bacilos sensiveis ¢ estratégias terapéu-
ticas correctamente instituidas.

Nestas circunstancias, parece tentadora a jungdo ao
esquema terapéutico de farmacos imunomoduladores,
particularmente de y-INF, numa tentativa de estimu-
lag@o da capacidade microbicida do macréofago alveo-
lar, ja que a reconvesdo do perfil Th2 em Thl ndo
parece viavel uma vez instituido. De facto, mesmo que
se consiga diminuir a quantidade de Th2, o que foi ja
realizado através de uma proteina mutante do receptor
da IL-2 (IL-2 Y 238 D), ndo se restaurara o nivel de y-
INF.

Por outro lado, ao aceitar-se a compartimentagdo
destas perturbagdes, que, alias, ainda muito recente-
mente BAUMER (46) demonstrou em relagdo as
formas pulmonares de sarcoidose, sera igualmente
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tentadora a sua administra¢do por via inalatéria. E, de
facto, CONDOS (47), numa investigagdo efectuada ha
alguns meses e com resultados ainda muito prelimina-
res, da-nos conta do interesse e excelente tolerdncia da
aplicagio de y-INF aerossolisado em portadores de TP
multirresistente, associado aos medicamentos de
segunda linha.

Mas, a aplicagdo adjuvante de medicagdo imuno-
moduladora, directamente efectuada no pulmao
profundo, pressupée uma prévia ¢ indispensavel
avaliagdo do estado imunitario do doente, a qual, em
fungdo destes resultados, devera ser obtida através da
LBA nos locais atingidos.

Foi neste contexto que desenvolvemos este proje-
cto de investigagdo — tentar contribuir para uma
melhor compreensao dos mecanismos patogénicos que
na intimidade do pulmdo profundo comandam as
perturbagdes responsaveis pela gravidade do espectro

clinico da tuberculose, indispensavel para a aplicagio

de novas vias terapéuticas, nas quais se inclui a
imunomodulagao.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos no decurso deste projecto de
investigagdo sugerem as seguintes conclusoes:

* A gravidade da tuberculose pulmonar estende-se
ao longo de um espectro limitado por dois polos
(Fig. 44): um deles, caracterizado, no microambi-
ente celular, por um perfil citocinico e celular do
tipo Thl que através das citocinas que lhe estdo
adstritas, particularmente do y-INF, mas também
da IL-2 e do TNF-e, promove a estimulagdo
funcional do macrofago alveolar, nomeadamente
a sua capacidade microbicida, o que confere ao
organismo uma resisténcia a csta agressao; um
outro, marcado por um perfil Th2 no qual partici-

Fig. 44 — Lsquema relativo @o espectro da gravidade da tuberculose pulmonar em tungao dos pertis Thl/Th2

Novembro/Dezembro 1998

Vol. IV N 6 577



REVISTA PORTUGUESA DE PNEUMOLOGIA

pam, para além destes elementos celulares, varias
citocinas (IL-4 e IL-10, entre outras) que condu-
zem a inibigdo macrofagica, tornando estes
doentes mais susceptiveis a infecgdo. No entanto,
a maioria das situagdes espraia-se entre estes dois
polos, nuns casos mais perto do Thl, noutros
mais proximo do Th2.

* Assim, aquilo que sob o ponto de vista imunita-
rio melhor caracteriza a gravidade da tuberculo-
se pulmonar ¢ a elevagdo local da percentagem
de Th2 e respectivas citocinas.

¢ Clinicamente, os individuos nos quais predomi-
na um perfil Thl sdo atingidos por formas
menos graves, radiologicamente limitadas,
pouco escavadas, com diminuto numero de
bacilos, reduzido componente exsudativo e que
respondem rapida e favoravelmente a medicagao
instituida. Pelo contrério, quando citocinicamen-
te se sobrepde um perfil Th2, a expressao clinica
¢ grave, habitualmente bilateral, com muitas
cavernas, muito bacilifera, com grande rebate
sobre o estado geral e de dificil tratamento,
mesmo com antibidticos sensiveis em esquemas
correctamente elaborados.

e Estas variagoes dos perfis Th1/Th2 ocorrem
fundamentalmente no pulmao profundo, ja que
no sangue periférico o Thl predomina sempre
sobre 0 Th2, independentemente da gravidade
das lesoes.

* Este facto sugere que a avaliagdo da capacidade
de resposta imunitdria a infec¢@o micobacteriana
devera ser efectuada localmente, através da
lavagem broncoalveolar, pois ¢ no pulmio
profundo que as células Th (Th0?) se diferenci-
am em Thl ou Th2, influénciadas pelo micro-
ambiente citocinico presente nessas areas.

e O conhecimento da cinética linfocitaria Thl e
Th2, assim como da actividade citocinica, nas
regioes atingidas pelo Mycobacterium tubercu-
losis, permite-nos acalentar fundamentadas
esperangas na terapéutica imunomoduladora, em
situagdes clinicamente graves que ndo respon-
dem satisfatoriamente a terapéutica instituida.

e Entretanto, a compartimentagdo das perturba-
¢0es imunitarias no pulmao profundo sugere o
provavel interesse da utilizagdo da via inalatoria
neste tipo de intervengdo medicamentosa.
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