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RESUMO

Objetivo: Determinar o numero absoluto de linfocitos T séricos e os niveis de citocinas
séricas, bem como as caracteristicas, de pacientes com tuberculose pulmonar ativa e
avaliar o efeito desses no estado imunologico desses pacientes e seu valor diagnostico e
preditivo para tuberculose. Métodos: Foram incluidos 1.069 pacientes com tuberculose
ativa, 51 pacientes com tuberculose latente e 600 individuos saudaveis. Foram realizadas
a contagem absoluta de linfocitos T séricos e a quantificacao de citocinas séricas.
Resultados: Os linfocitos T estavam significativamente reduzidos nos pacientes com
tuberculose ativa em comparacao com os individuos saudaveis. A fungao imunologica
dos pacientes diminuiu gradativamente com a idade e mostrou-se mais forte nas
mulheres do gue nos homens. As células Th1 expressaram maiores niveis de citocinas
do que as células Th2. A analise de regressao logistica mostrou que contagens reduzidas
de celulas T CD3*, T CD8* e NK e expressao reduzida de IL-4 e IFN-y foram fatores
de influencia independentes para tuberculose ativa. A analise ROC mostrou que a
sensibilidade e especificidade dos valores absolutos de linfocitos T CD3* e T CD8* e
de fatores combinados foram significativamente maiores do que as da IL-4 e do IFN-y
para o diagnostico da tuberculose ativa. Conclusées: A contagem de linfocitos T séricos
e os niveis de citocinas séricas podem avaliar o estado imunologico de pacientes com
tuberculose; também sao biomarcadores Uteis na predicao e diagnostico da tuberculose.
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INTRODUGCAO

A tuberculose é uma doenca inflamatdria causada
pela infeccdo por Mycobacterium tuberculosis (Mtb),

testes em humanos mostraram que os niveis de expressao
de IFN-y ndo fornecem protecdo relevante e confiavel
contra a infecgao por Mtb.®

sendo a tuberculose pulmonar a forma mais comum de
apresentacdo clinica.® O Relatdrio Global de Tuberculose
da OMS de 2022® relatou 10,6 milhdes de novos casos
de tuberculose em todo 0 mundo em 2021, com uma taxa
de incidéncia de 134 por 100.000 habitantes. Embora
medicamentos antituberculose estejam disponiveis
e 0 numero de obitos relacionados tenha diminuido
globalmente nos Ultimos anos, a tuberculose ainda é a
principal causa de morte por uma Unica doenga infecciosa.®

Linfocitos T CD4+ eficazes podem ser divididos em pelo
menos trés subpopulagbes distintas: células Thl, Th2 e
Th17. Essas subpopulagdes sdo funcionalmente controladas
pelas células T CD4+ reguladoras e possuem um alto
grau de especializagdo, sendo que o IFN-y produzido
pelas células Thl desempenha um papel essencial na
resisténcia do hospedeiro a infecgdo primaria por Mtb.
Além disso, o IFN-y aumenta a atividade antibacteriana
dos macrdfagos e promove a producdo de intermediarios
reativos de nitrogénio, que podem eliminar bactérias
intracelularmente.*> Tanto modelos animais quanto

A andlise do numero de linfdcitos T e dos niveis de
citocinas, tais como IL-2, IL-4, TNF-a, IFN-a e IFN-y, pode
fornecer uma preciosa base de pesquisa para doengas
por meio de métodos ndo invasivos para o estudo do
estado do sistema imunoldgico dos pacientes.” Neste
estudo, analisamos o nimero absoluto de linfdcitos T e os
niveis de citocinas no soro de pacientes com tuberculose
ativa (TBA), pacientes com tuberculose latente (TBL) e
individuos saudaveis (IS) para fornecer uma referéncia
para o diagndstico da tuberculose e a avaliacdo do estado
imunoldgico dos participantes.

METODOS

Neste estudo, foram incluidos 1.069 pacientes com
TBA, 600 IS e 51 pacientes com TBL. De acordo com
o relatério da OMS,® o diagnoéstico da TBA é baseado
em avaliacdo clinica, microbiologia, testes moleculares
(tais como o GeneXpert Ultra) e achados de imagem.
A TBL é definida como um resultado positivo no ensaio
de liberagdo de IFN-y sem outras manifestagdes clinicas
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ou com resultados microbioldgicos, moleculares e de
imagem negativos (Tabela 1).

Os critérios de exclusdo foram os seguintes:
doengas autoimunes ou disturbios imunoldgicos
concomitantes; AIDS; terapia com glicocorticoides;
doencgas concomitantes cardiacas, hepaticas, renais
ou de outros 6rgdos importantes; hipertensdo grave;
ma condicdo mental; diabetes mellitus concomitante;
gravidez ou lactagdo; e tuberculose resistente. O
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Third People’s Hospital de Kunming (protocolo n.
KSLL20230320007).

Amostras de sangue periférico dos IS, dos pacientes
com TBA e daqueles com TBL foram coletadas em
tubos de coleta de sangue de 3 mL. Para os ensaios de
citocinas, as amostras de sangue foram centrifugadas
a 1.000 x g por 10 min, e o soro foi testado com kits
de ensaio de citocinas (Risskell Bio, Qingdao, China)
para determinar os niveis de citocinas (IL-1B, IL-2, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-17, TNF-a, IFN-a
e IFN-y) de acordo com as instrugdes do fabricante.
Utilizou-se o programa MR Flow Analysis (AZE Ltd.,
Toquio, Japdo) para a analise dos resultados. Para os
ensaios de citometria de fluxo, as amostras de sangue
foram misturadas, e utilizou-se um kit de citometria
de fluxo (DIALAB GmbH, Wiener Neudorf, Austria)
para determinar a contagem de linfocitos T CD3+, T
CD4+, T CD8+, CD4+/CD8+, CD19+B, NK e NKT de
acordo com as instrugdes do fabricante. Utilizou-se o
programa LEGENDplex (BioLegend, San Diego, CA,
EUA) para a andlise dos resultados. Tanto os ensaios
de citocinas quanto os de citometria de fluxo foram
realizados utilizando citdmetro de fluxo BriCyte E6
(Mindray, Shenzhen, China).

As analises estatisticas foram realizadas e plotadas
por meio dos programas IBM SPSS Statistics, versdo
24.0 (IBM Corporation, Armonk, NY, EUA) e GraphPad
Prism, versao 8.0 (GraphPad Software Inc., San Diego,
CA, EUA), respectivamente. Os dados quantitativos
foram descritos em forma de média £ dp quando
obedeceram a uma distribuicdo normal utilizando
um teste t, enquanto aqueles com distribuicdo nao
normal foram descritos em forma de mediana [IIQ]
utilizando o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
As comparag0es entre grupos multiplos foram feitas por
meio do teste de Kruskal-Wallis, e as diferengas entre
modelos multivariados foram determinadas por meio
do teste t aninhado. A andlise dos fatores de influéncia
relevantes foi realizada por regressao logistica. O valor
diagnostico dessas variaveis foi analisado por meio

Tabela 1. Caracteristicas dos participantes do estudo.?

Caracteristica TBA
Numero de participantes 1.069
Sexo masculino 587 (54,9)
Idade, anos 45,4 + 17,4
IGRA positivo 1.069 (100)
Exame de imagem positivo 1.032 (96,5)

de curvas ROC. O nivel de significancia estatistica
adotado foi de p < 0,05.

RESULTADOS

O numero de células T CD3*, T CD4*, T CD8* e NK
foi menor nos pacientes com TBA do que nos IS, sendo
que essa diferenga alcancou significancia estatistica.
Além disso, o niUmero absoluto de células T CD3* no
grupo TBL foi menor e significativamente diferente
em comparagdo com o grupo IS, enquanto o nimero
absoluto de células T CD4*, T CD8* e NK foi maior,
mas sem significancia estatistica. No grupo TBA, os
niveis de IL-1B, IL-2, IL-8 e IL-17 foram maiores e
os de IL-4, IL-6, TNF-a e IFN-y foram menores em
comparagao com o grupo IS. No que tange ao grupo
TBL, os niveis de IL-1B, IL-5 e IFN-y foram menores
e os de IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-17 e TNF-a
foram maiores em comparagao com o grupo IS. Todas
essas diferencas alcancaram significancia estatistica,
0 que sugeriu que fatores inflamatorios se expressam
diferencialmente na TBA e na TBL (Figura 1).

Analisamos a expressao dos indicadores associados
a diferengas estatisticamente significativas entre os
grupos TBA e IS por sexo e idade. No grupo TBA, o
nimero de células T CD3*, T CD4* e T CD8* foi menor
nos homens do que nas mulheres; a diferenga foi
estatisticamente significativa, indicando que pacientes
do sexo feminino com TBA sdo mais imunocompetentes
do que pacientes do sexo masculino (Figura 2A). A
expressdo do nimero de células T CD3+, TCD4* e T
CD8* diminuiu gradativamente com a idade, sendo
que essa diferenga atingiu significancia estatistica. Isso
sugere que pacientes mais velhos com TBA tém pior
funcdo imunoldgica do que pacientes adolescentes. A
expressao da citocina IFN-y foi significativamente menor
nos homens do que nas mulheres, enquanto os demais
niveis de expressao ndo diferiram significativamente
entre idade e sexo (Figura 2B).

Para determinar o efeito da TBA na frequéncia de
células Th1/Th2, analisamos os niveis de expressao
de IL-1B, IL-2, TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10
nesse grupo. Como se pode observar na Figura 3, os
pacientes com TBA exibiram expressdo significativa
de Thl (IFN-y e IL-1B), enquanto apenas os niveis
de IL-6 estavam aumentados (células Th2). Por outro
lado, as células Th1l expressaram maiores niveis de
citocinas do que as células Th2, e a diferenca foi
estatisticamente significativa, sugerindo que os niveis
de citocinas expressos por células Th1l na TBA podem
ser especificos para Mtb.

TBL IS
51 600

27 (52,9) 331 (55,2)

36,3+ 17,6 41,7 £17,2
51 (100) 0(0)
0(0) 0(0)

TBA: tuberculose ativa; TBL: tuberculose latente; IS: individuos saudaveis; e IGRA: interferon gamma release
assay (ensaio de liberagdo de IFN-y). 2Valores expressos em n, n (%) ou média % dp.
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Figura 2. Em A, nimeros absolutos de linfocitos T CD3*, T CD4* e T CD8* em pacientes com tuberculose ativa mostrando
diferencgas significativas entre homens e mulheres, com excecdo das células NK. Ndo houve diferengas significativas
nos niveis de citocinas entre pacientes do sexo masculino e feminino, com excegdo dos niveis de IFN-y. Em B, nUmeros
absolutos de linfocitos T CD3*, T CD4* e T CD8* mostrando diferencas significativas entre as faixas etdrias (em anos) de
pacientes com tuberculose ativa. Os niveis globais de citocinas ndo diferiram significativamente entre as faixas etarias.
U: unidades; M: sexo masculino; e F: sexo feminino. *p < 0,05. **p < 0,01.

Para investigar os fatores associados a influéncia
dos linfécitos T e das citocinas na TBA e na TBL,
buscamos fatores estatisticamente diferentes entre os
grupos TBA, TBL e IS para serem incluidos na analise
de fator de impacto (Figura 1). Os resultados da
regressao logistica mostraram que nimeros absolutos
reduzidos de células T CD3*, T CD8* e NK e niveis
reduzidos de expressao de IL-4 e IFN-y foram fatores
de influéncia independentes para TBA (Figura 4A).
Niveis reduzidos de expresséo de IL-1, IL-5 e IFN-y e
niveis aumentados de expressdo de IL-12p70 foram
fatores de influéncia independentes para TBL (Figura

J Bras Pneumol. 2023;49(5):e20230154

4B). Esses fatores de influéncia sdo um guia para o
diagnéstico e diferenciacdo da TBA e TBL.

Para avaliar o valor diagndstico e preditivo dos fatores
associados que tém impacto na TBA e na TBL, foram
realizadas andlises ROC desses fatores. Os resultados
mostraram que a contagem absoluta de linfocitos T
CD3* e T CD8* e fatores combinados (a sensibilidade
e especificidade foram, respectivamente, de 0,955
e 0,993; 0,774 e 0,955; e 0,951 e 0,977) foram
significativamente mais valiosas para o diagnostico
da TBA do que o numero absoluto de células NK e
os niveis de IL-4 e IFN-y (Figura 5A). No que tange
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a analise ROC para TBL, os niveis de expressdo de
IL-12p70 e IFN-y e fatores combinados apresentaram
valor diagndstico (a sensibilidade e especificidade
foram, respectivamente, de 0,568 e 0,862; 0,493 e
0,908; e 0,649 e 0,725), sendo que fatores combinados
apresentaram o maior valor diagndstico (Figura 5B).

DISCUSSAO

A tuberculose é uma doencga inflamatdria cuja
evolugdo ou cura é amplamente determinada pela
forca relativa do Mtb contra o sistema imunoldgico do
hospedeiro, e, portanto, considera-se que seja causada
por uma resposta imune desequilibrada a infeccdo por
Mtb.® A imunidade em pacientes com tuberculose é
dominada pela imunidade celular, na qual se acredita
que as células T desempenhem um papel vital na
contengao da infecgao por Mtb para controlar a infecgao
direta ou indiretamente. As citocinas do organismo
sdo uma parte vital do sistema imunolégico como
mensageiras, e seu papel na luta contra a invasdo do
Mtb é complexo e multifacetado, sendo influenciado
por diferentes estados do hospedeiro.® Portanto, é
necessdria uma exploracdo abrangente e sistematica
da relagdo dos linfdcitos e citocinas com a infeccdo
por Mtb para fornecer uma base tedrica para melhor
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Figura 3. No grupo tuberculose ativa, os niveis de citocinas
do tipo Th1 foram maiores do que os de citocinas do tipo
Th2. O grafico de pontos mostra a média e o erro-padrdo
de cada nivel de citocinas. Diferengas entre os niveis globais
de citocinas Th1/Th2 foram analisadas por meio do teste
t aninhado. "p < 0,05.

compreensdo do estado imunolégico de pacientes
com tuberculose por meio da deteccdo e diagnostico
baseados em imunologia.

O presente estudo mostrou que o numero absoluto
de linfocitos T foi menor nos pacientes com TBA do que
nos IS. A diferencga foi estatisticamente significativa,
tendo os pacientes com TBA um pior estado imunoldgico
do que a populagdo saudavel. Os nimeros absolutos
de células T CD4*, T CD8* e NK foram maiores nos
pacientes com TBL em comparacao com os IS, embora
essa diferenga ndo tenha sido significativa; no entanto,
o numero de células T disponiveis no sangue periférico
pode ajudar a avaliar a evolugdo da infecgdo.*® Este
estudo também mostrou que pacientes do sexo feminino
com TBA s3ao mais imunocompetentes do que pacientes
do sexo masculino. Isso é consistente com os achados
de um estudo anterior sobre diferencas de género na
fungdo imunoldgica." Além disso, a fungdo imunoldgica
do paciente diminui gradualmente com a idade. Por
outro lado, no que tange as respostas inflamatérias
mediadas por citocinas, as diferengas de expressao
com relagdo a idade e sexo ndo foram significativas.
Nossos resultados mostraram que os niveis de algumas
citocinas, tais como IL-1B, IL-5, IL-6, IL-10 e TNF-q,
diferiram na TBA e TBL. O motivo desse fenémeno é
que as citocinas produzidas em resposta a infeccdo por
Mtb podem reduzir sua resposta imune para limitar o
dano tecidual, e a superproducdo de citocinas pode
levar a falha no controle da infeccdo."? Isso pode nos
fornecer ideias para identificar TBA e TBL.

Um fator essencial no controle da tuberculose sdo
as caracteristicas das células T CD4+ que reagem apos
a infecgdo.® Em geral, as células T CD4* produzem
mais de uma citocina, especialmente as do tipo Thl
(IFN-y e TNF-a), que se acredita estarem associadas
a respostas imunes protetoras e desempenharem
um papel essencial na imunidade antituberculose.*¥
Nossos dados mostraram que a TBA tem niveis
significativamente elevados de citocinas do tipo Thl
(IFN-y). Essas sdo citocinas especificas para antigenos
de Mtb.(*> Assim, nosso estudo confirma o papel
vital das células Thl na patogénese da tuberculose
e sugere que a ocorréncia de células Thl pode ser

Variaveis () OR (IC95%) Valor de p Variaveis OR (IC95%)  Valor de p
D3 1,003 (1,003-1,004) 0,000 cD3* . 1,001 (0,999-1,003) 0,201
b4 0,999 (0,999-1,000) 0,000 IL-1 —e—i 1,371 (1,036-1,815) 0,027
IL-5 —————12,707 (1,623-4,514) 0,000
cos 1,005 (1,004-1,006) 0,000 IL-6 o 0,940 (0,857-1,032) 0,194
NK 1,002 (1,001-1,003) 0,000 IL-8 » 0,824 (0,773-0,877) 0,000
IL-1 0,968 (0,944-0,993) 0,012 10 Fe 0,672 (0,486-0,928) 0,016

- ——— -

L4 b 1,340 (1,164-1,543) 0,000 IL-12p70 2,203 (1,140-4,258) 0,019
L8 0,969 (0.945.0.994) 0.016 IL-17 @ 0,896 (0,829-0,968) 0,005
’ 969 (0,345-0,9%4) 0, TNF-a 4 1,011 (0,722-1,148) 0,948
IFN-y 1,028 (1,010-1,046) 0,003 IFN-y 1,356 (1,097-1,677) 0,00

0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0 2,2 2,4 0,00,51,01,52,02,53,03,54,04,55,05,56,06,57,0

Figura 4. Em A, analise de regressdo logistica mostra que nimeros absolutos reduzidos de células T CD3*, T CD8* e
NK e niveis reduzidos de expressdo de IL-4 e IFN-y foram fatores de influéncia independentes para tuberculose ativa
(p < 0,05). Em B, a andlise mostra que niveis reduzidos de expressdo de IL-1, IL-5 e IFN-y e niveis aumentados de
expressdo de IL-12p70 foram fatores de influéncia independentes para tuberculose latente (p < 0,05).
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Figura 5. Em A, curvas ROC para tuberculose ativa (TBA). A contagem absoluta de linfécitos T CD3+, T CD8+ e de
fatores combinados apresentaram alto valor diagndstico para TBA (p < 0.01). Em B, curvas ROC para tuberculose
latente (TBL). Os niveis de expressdo de IL-12p70, IFN-y e de fatores combinados apresentaram valor diagndstico para
avaliagdo de TBL, Fatores combinados tiveram o maior valor diagndstico (p < 0.01).

especifica para Mtb. No entanto, maiores quantidades
de citocinas Thl podem levar a doenga mais grave
que pode refletir um aumento da carga bacteriana.®
Em conclusdo, nosso estudo sugere que as citocinas
expressas por Thl desempenham um papel vital na
patogénese da TBA.

Pode-se especular sobre os correlatos de risco de
TBA a partir do nimero absoluto de subpopulacdes de
linfocitos T e dos niveis de algumas citocinas. A analise
de regressdo logistica mostrou que contagens absolutas
significativamente menores de células T CD3*, T CD8*
e NK e niveis significativamente menores de expressao
de IL-4 e IFN-y tiveram influéncia independente na TBA,
podendo ser utilizados como evidéncia de potenciais
biomarcadores para a vigilancia da tuberculose. Para
identificar a TBL, também foram analisados os fatores
de influéncia, sendo que os resultados sugerem que os
fatores de influéncia de doencas relacionadas sdo em
sua maioria diferentes; isso pode ser uma referéncia
para o diagndstico diferencial de TBA e TBL. Para
avaliar o valor diagndstico e preditivo desses fatores
de influéncia, foi realizada uma analise ROC. Os
resultados mostraram que a contagem absoluta de
linfocitos T CD3* e T CD8* e fatores combinados foram
significativamente mais valiosas, sensiveis e especificas
para o diagndstico da TBA do que os niveis de expressdo
de IL-4, IL-12p70 e IFN-y, e que fatores combinados
sdo valiosos na avaliagdo diagndstica da TBL. O valor
diagndstico desses biomarcadores também pode ser

avaliado a partir da sensibilidade e especificidade das
curvas ROC. Quando considerados em conjunto, esses
fatores tém maior valor no diagndstico de infeccdo
por Mtb ou TBA.

Em conclusao, os resultados deste estudo sugerem
que linfocitos T e citocinas séricas sdo indicadores
de referéncia essenciais para a avaliacdo do estado
imunolégico de pacientes com TBA. Os numeros
absolutos de células T CD3*, T CD8* e NK e os niveis
de expressao de IL-4 e IFN-y podem ser biomarcadores
Uteis na predicdo e diagnodstico da tuberculose. Esses
marcadores, especialmente os fatores combinados,
desempenham um papel de referéncia no diagnostico
e tratamento da tuberculose.
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