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Resumo

Mycobacterium tuberculosis ¢ um dos mais bem sucedidos patogenos do homem. As cepas virulentas sdo mais
facilmente transmitidas, induzindo respostas imunes varidveis. Avaliamos a resposta celular tipo Th1, através
da producido de 1FN-y, como resposta a cepas com padrdes diversos em voluntarios sadios. Nossos resultados
mostraram que individuos com teste tuberculinico (TT) negativo ja tiveram contato com algumas das cepas
testadas, ao passo que individuos com TT positivo ndo responderam a todas as cepas testadas. Cepas resistentes
induziram uma média menor de producdo de IFN-y que aquelas sensiveis. Uma possivel aplicacdo pratica disto
seria que a producdo de 1FN-vy, em relacdo a uma cepa isolada especifica, poderia auxiliar na previsdo da resposta
ao tratamento dos pacientes.

Descritores: Tuberculose; Polimorfismo de fragmento de restricdo; Mycobacterium tuberculosis; Imunidade
celular; Interferon gama.

Abstract

Mycobacterium tuberculosis is one of the most successful human pathogens. Highly virulent strains, which are
more easily transmitted than are less virulent strains, elicit variable immune responses. We evaluated the Th1
responses (IFN-y production) in healthy volunteers after stimulation with various strains. Our results show that the
individuals with negative tuberculin skin test (TST) results were not necessarily naive to all of the strains tested,
whereas individuals with positive TST results did not respond to all of the strains tested. Drug-resistant strains
induced a lower mean level of IFN-y production than did drug-sensitive strains. One possible practical application
of this finding would be for the prediction of responses to treatment, in which it might be advantageous to have
knowledge of the estimated 1FN-y production elicited by a specific isolated strain.

Keywords: Tuberculosis; Polymorphism, restriction fragment length; Mycobacterium tuberculosis; Tmmunity,
cellular; Interferon-gamma.

De acordo com a Organizacdo Mundial
de Saude,” com base em uma resposta de
hipersensibilidade a PPD, aproximadamente um
terco da populacdo mundial esta infectado por
Mycobacterium tuberculosis. Paradoxalmente,
a resposta imune humana impede, de maneira
bastante eficiente, o crescimento desse
patdgeno, mas nio ¢ capaz de erradica-lo de
maneira eficaz. A histéria natural da tuberculose
indica que apenas 10% dos individuos infectados
correm o risco de desenvolver a doenga em algum
momento de sua vida. Entretanto, a maioria dos

individuos infectados possivelmente corre o risco
de reativacdo da doenga quando o sistema imune
¢ suprimido ou quando ha reinfeccdo por uma
nova cepa. Alguns estudos demonstraram uma
correlacdo entre a viruléncia de M. tuberculosis e
a auséncia de resposta Th1 em modelos murinos.
Outros sugeriram que certas cepas, tipicamente
aquelas com caracteristicas especiais, como a
cepa Bejjing, interagem de maneira distinta
com o hospedeiro, induzindo respostas imunes
diferentes de acordo com seu potencial de
transmissdo.?? No presente estudo, avaliamos a
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habilidade de isolados clinicos e ndo clinicos de
cepas resistentes ou sensiveis de M. tuberculosis
para induzir respostas imunes protetoras
mediadas por TFN-y em voluntarios saudaveis.
0 delineamento do estudo foi aprovado pelo
comité de ética em pesquisa da instituicéo.

As cepas clinicas foram isoladas de
pacientes com tuberculose pulmonar. A cepa
de M. tuberculosis H37Rv foi obtida junto ao
American Type Culture Collection (Manassas,
VA, EUA). As caracteristicas das diversas
cepas sdo descritas na Tabela 1. O teste de
sensibilidade foi realizado por meio do método
das propor¢des em meio de Léwenstein-Jensen
(L)), e o padrio da sequéncia de inser¢do 6770
(S16770 foi obtido por meio da analise de RFLP.
68 Recrutamos 11 voluntarios saudaveis, os
quais foram submetidos ao teste tuberculinico
(TT). Dos 11 voluntarios, 6 apresentaram
resultado positivo (TT+, induragdo > 5 mm) e 5
apresentaram resultado negativo (TT-). Nenhum
dos voluntarios tinha historico de tuberculose.
Todos os voluntarios assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido.

Amostras de sangue foram coletadas, e as
PBMCs foram preparadas conforme descrito
por Tavares et al.”’ Obteve-se a estimulacio in
vitro de 10° células/pogo por meio de incubacio,
durante trés dias, com uma suspensdo contendo
10° bacilos/pogo e, como controle positivo,
5 pg/mL de PHA (Sigma, St. Louis, MO,
EUA). O sobrenadante das culturas celulares
livres de bactérias foi coletado e armazenado
imediatamente a -70°C para a quantificacdo
de TFN-y por meio de ELISA (R&D Systems,
Minneapolis, MN, EUA). Niveis de TFN-y >
100 pg/mL foram considerados positivos. A
suspensao de bacilos foi preparada através do
cultivo das cepas em meio de LJ a 37°C durante
trés semanas. O crescimento fresco foi removido,
colocado em um tubo contendo pérolas de
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vidro de 3 mm e agitado em vortice durante
1 min. Apd6s a adi¢do de PBS-Tween 80 a 5%, o
crescimento micobacteriano foi disperso (através
de aspiracdes multiplas com uma agulha 25G),
agitado em vortice e meticulosamente lavado
duas vezes com PBS por meio de centrifugacio.
Aguardamos 30 min até que as particulas
maiores remanescentes decantassem, e, apos esse
periodo, a contagem de células do sobrenadante
foi ajustada para 1 na Escala de McFarland e, em
seguida, para o numero desejado. Verificamos a
auséncia de grumos celulares na suspensio por
meio de baciloscopia para BAAR. Os resultados
foram expressos em média + ep. Os dados foram
analisados por meio do teste t de Student nao
paramétrico. O ponto de corte para 1FN-y foi
100 pg/mL, a menos que os niveis de fundo
fossem maiores nas células de controle ndo
estimuladas. Nesse caso, foi considerado positivo
um valor pelo menos duas vezes maior que o do
controle.

A Tabela 2 mostra a producdo de I1FN-y
apos a estimulacdo com as diversas cepas.
Como esperado, a maioria dos voluntarios TT+
produziram 1FN-y em resposta a estimulacdo
com as cepas testadas. Embora algumas das
cepas testadas ndo tenham sido reconhecidas,
a intensidade da resposta, na maioria dos casos,
apresentou correlacdo positiva com a reacdo do
TT. A cepa de M. tuberculosis multirresistente
046, com dez cdpias de S16770 e pertencente
a um cluster, foi a cepa que induziu mais
frequentemente uma resposta imune na amostra
como um todo, além de ter induzido tal resposta
em 1 (20%) dos 5 voluntarios com TT-. lIsso
indica que, apesar de terem apresentado TT-,
alguns dos individuos saudaveis ja haviam tido
contato com alguma cepa de M. tuberculosis.
Entretanto, ¢ possivel também que isso indique
uma reacdo cruzada com micobactérias
ambientais. Sabe-se que os antigenos PPD e

Tabela 1 - Caracteristicas genotipicas e fenotipicas das cepas de Mycobacterium tuberculosis usadas no estudo.

Caracteristicas Cepa
H37Rv 046 081 213 238 282 065 215 270 274
Numero de cdpias 10 10 " 2 8 10 4 9 9
de S16770-RFLP
Cluster Nio Sim Sim Sim Sim Sim Néo Nao Nio Nao
Resisténcia a S MR H/E/Z 7 H MR S S S S

medicamentos

S: sensivel; MR: multirresistente: H: isoniazida; E: etambutol; e Z: pirazinamida.
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Tabela 2 - Induragdo do teste tuberculinico e produgdo de 1FN-y, por cepa de Mycobacterium tuberculosis,

nos 11 voluntarios avaliados.

Producéo de 1FN-y (pg/mL)

, . Induracdo?
Voluntarios por cepa
mm Controle H37Rv 046 081 213 238 282 065 215 270 274

A 0 28,76 42,69 37,71 6,72 10,77 0 8,45 33,60 30,63 361 0

B 0 3,89 0 0 0 17,5 0 0 0 0 0 0

C 0 149,21 43,63 88,95 97,51 65,14 9584 111,13 88,75 137,55 139,65 110,46
D 0 0 0 6,72 14,17 881 0 807 0 7,31 0 1,72
E 0 120,24 240,43 262,28" 135,24 0 7,92 111,64 121,75 192,80 128,74 37,89
F 5 100,12 121,75 111,64> 101,55 41,23 11,24 91,46 108,28 81,39 51,25 44,56
G 10 97,13 124,25 240,65" 151,28 187,89" 141,22 251,55 144,64> 258,28> 244,82" 268,38"
H 13 225,66  902,40° 3955,24> 142,41 137,74 79,67 208,11 588,74> 2058,26" 1236,82" 194,13
1 13 36,11 76,28 48,72 30,55 8,79 8,64 51,31 33,75 75,32 95,92 50,38
J 15 130,76 1715,08" 2109,65" 2193,27° 208,35 157,10 740,21° 499,14" 2666,80° 2172,70" 263,99°
K 20 89,56 708,17° 745,17° 732,76" 209,78" 161,75" 109,08" 78,04 209,78" 1156,99" 572,12°

“Definiu-se a resposta positiva ao teste tuberculinico como uma induragdo = 5 mm. "Definiu-se o resultado positivo como TFN-y > 100 pg/
mL, a menos que os niveis de fundo fossem maiores nas células de controle ndo estimuladas. Nesse caso, foi considerado positivo um valor

pelo menos duas vezes maior que o do controle.

H37Rv induzem respostas Th1 em individuos
com TT+. Um voluntario com TT- apresentou
resposta citocinica a cepa H37Rv e a mais uma
cepa. Entretanto, em toda a amostra, a producéo
elevada de IFN-vy correlacionou-se positivamente
com a induracdo do TT, exceto no caso de um
individuo com TT+, no qual nem a H37Rv nem
nenhuma outra cepa provocou a producdo de
IFN-v. O fato de que alguns individuos com TT+
vindos de dareas endémicas ndo responderam
a cepas micobacterianas pode ser relevante
em testes de vacinas e no uso de métodos
diagnosticos baseados na analise da resposta por
IFN-v, que tém sido usados comercialmente para
identificar individuos com infeccdo tuberculosa
latente. Devido ao fato de que certos isolados
clinicos, inclusive o H37Rv, produzem respostas
diversas em humanos, assim como ao fato de
que virtualmente todas as novas vacinas contra
a tuberculose (a maioria das quais contém a cepa
H37Rv) sdo testadas em animais, ainda ndo se
sabe se novas vacinas (cujos alvos sejam outras
cepas) propiciardo o mesmo nivel de protecio que
vacinas cujo alvo ¢ essa cepa padrdo propiciam.
Relatou-se recentemente que cepas clinicas de
M. tuberculosis produzem respostas variadas da
doenga em modelos animais.’) Sio necessarios
mais estudos para esclarecer a influéncia que
a sensibilidade estimada da analise da resposta
por 1FN-y exerce sobre os niveis de 1FN-y em
individuos com infeccdo tuberculosa latente.

A cepa 238 resistente a isoniazida, abrigando
um c/uster com duas copias de S16770, induziu a
producédo de IFN-y em apenas 2 dos voluntarios
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(voluntarios G e K), que apresentaram baixa
positividade para IFN-y e induracdes de TT de 10
e 20 mm, respectivamente. Dentre os voluntarios
com TT+, a média de producdo de IFN-y foi
menor para as cepas resistentes do que para
as sensiveis (445,6 = 155,6 pg/mL vs. 548,10
+ 153,9 pg/mL). O mesmo foi observado entre
os voluntarios com TT- (43,78 + 12,73 pg/mL
vs. 51,72 + 14,25 pg/mL), embora a diferenca
ndo tenha sido significativa. De acordo com
relatos prévios, algumas cepas endémicas
prevalentes, bem como aquelas com baixo
numero de cdpias de S16770, podem apresentar
maior viruléncia e potencial de transmissdo,
estando associadas a auséncia de resposta
imune protetora e a supressdo da producdo de
IL-1B, TFN-y e TNF-0.®"" No presente estudo,
cepas em c/usterinduziram uma resposta imune
com menor frequéncia em voluntarios com TT+.
Entretanto, todas as cepas em c/uster isoladas
eram resistentes a antibidticos. A diminuicio da
producdo de TFN-v ja foi descrita em pacientes
infectados por cepas multirresistentes.(>")
Nosso estudo obteve resultados similares, o
que corrobora relatos de que cepas resistentes
promovem downregulation da resposta Th1 e
de que o grau de downregulation depende da
cepa.

Em suma, observamos respostas imunes
citocinicas heterogéneas para um painel de cepas
clinicas de M. tuberculosis. 1sso sugere uma
diferenca de cepa a cepa com relacdo aos fatores
deviruléncia. Em geral, umarespostaimune eficaz
provavelmente depende mais do hospedeiro do
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que da cepa infectante. Entretanto, observamos
algumas respostas especificas relacionadas a
caracteristicas das cepas, como resisténcia a
medicamentos. 1sso sugere que uma estimativa
da producdo de IFN-y provocada por uma cepa
isolada especifica pode ajudar a prever a resposta
ao tratamento. Em nosso estudo, demonstramos
que algumas cepas induzem ou mimetizam
doenca grave por meio de downregulation da
resposta por IFN-vy, o que pode ter implicacoes
na eficacia de testes diagnodsticos baseados em
células T. Além disso, nossos resultados sugerem
que novas vacinas devem ser avaliadas no que
tange a sua capacidade de gerar respostas
imunes a outras cepas de M. tuberculosis,
visto que demonstramos que as cepas clinicas
caracteristicas induzem respostas heterogéneas
do hospedeiro.
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