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Cytokines and acute phase serum proteins as markers of inflammatory
regression during the treatment of pulmonary tuberculosis
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Resumo

Objetivo: Analisar o padrio de citocinas pro- e antiinflamatarias e da resposta de fase aguda (RFA) como marcadores de resposta ao trata-
mento da tuberculose pulmonar. Métodos: Determinacéo dos niveis de interferon-gama (IFN-y), twmor necrosis factor-alpha (TNF-o., fator
de necrose tumoral-alfa), interleucina-10 (IL-10) e transforming growth factor-beta (TGF-, fator transformador de crescimento-beta), pelo
método ELISA, em sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue periférico e monocitos, assim como dos niveis de proteinas
totais, albumina, globulinas, alfa-1-glicoproteina acida (AGA), proteina C reativa (PCR) e velocidade de hemossedimentacio (VHS) em 28
doentes com tuberculose pulmonar, em trés tempos: antes (T0), aos trés meses (T3) e aos seis meses (T6) de tratamento, em relacio aos
controles saudaveis, em um unico tempo. Resultados: Os pacientes apresentaram valores maiores de citocinas e RFA que os controles em TO,
com diminuicdo em T3 e diminuicdo (TNF-a, 1L-10, TGF-B3, AGA e VHS) ou normalizacio (IFN-y e PCR) em Té6. Conclusdes: PCR, AGA e VHS
sdo possiveis marcadores para auxiliar no diagndstico de tuberculose pulmonar e na indicacdo de tratamento de individuos com baciloscopia
negativa; PCR (TO > T3 > T6 = referéncia) pode também ser marcador de resposta ao tratamento. Antes do tratamento, o perfil ThO (IFN-y,
1L-10, TNF-o e TGF-), indutor de e protetor contra inflamagdo, prevaleceu nos pacientes; em T6, prevaleceu o perfil Th2 (IL-10, TNF-o
e TGF-B), protetor contra efeito nocivo pro-inflamatorio do TNF-o ainda presente. O comportamento do 1FN-y (TO > T3 > T6 = controle)
sugere sua utilizacdo como marcador de resposta ao tratamento.

Palavras-chave: Proteinas da fase aguda; Citocinas; Mycobacterium tuberculosis; Tuberculose/terapia.

Abstract

Objective: To evaluate the pattern of pro-inflammatory cytokines, anti-inflammatory cytokines and the acute phase response (APR) as
markers of the response to treatment of pulmonary tuberculosis. Methods: Twenty-eight patients with pulmonary tuberculosis were evaluated
at three time points: pretreatment (T0), treatment month 3 (T3) and treatment month 6 (T6). Levels of interferon-gamma (IFN-y), tumor
necrosis factor-alpha (TNF-o), interleukine-10 (IL-10) and transforming growth factor-beta (TGF-f) were determined using ELISA in the
supernatant of peripheral blood mononuclear cell and monocyte culture. Levels of total protein, albumin, globulins, C-reactive protein (CRP),
alpha-1-acid glycoprotein (AAG) and erythrocyte sedimentation rate (ESR) were also determined. All of these parameters were also evaluated,
only once, in a group of healthy controls. Results: In relation to controls, patients presented cytokine levels and APR that were higher at
TO, lower at T3 and either lower (TNF-a,, 1L-10, TGF-B, AAG and ESR) or normal (IFN-y and CRP) at T6. Conclusions: For individuals with
negative smear sputum microscopy, CRP, AAG and ESR are potential markers of pulmonary tuberculosis and of the need for treatment; CRP
(TO > T3 > T6 = reference) can also be a marker of treatment response. In the patients, the ThO profile (IFN-y, 1L-10, TNF-o. and TGF-f),
inducer of and protector against inflammation, predominated at TO, whereas the Th2 profile (IL-10, TNF-a and TGF-p), protecting against
the harmful pro-inflammatory effect of the remaining TNF-a, predominated at T6. The behavior of IFN-y (TO > T3 > T6 = controls) suggests
its use as a marker of treatment response.
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da resposta inflamatoria ao tratamento da tuberculose pulmonar

Introducédo

Na infeccdo pelo Mycobacterium tuberculosis, a
interacdo das células T com os macrofagos infec-
tados ¢ fator central da imunidade protetora contra
o bacilo, e as citocinas produzidas por estas células
sdo mediadores importantes que regulam a resposta
imunologica e inflamatéria.!)

Apos sofrerem fagocitose, os bacilos induzem
macréfagos, células dendriticas e células T a secre-
tarem o fumor necrosis factor-alpha (TNF-q, fator
de necrose tumoral alfa), citocina importante para
o controle da infeccdo ativa por seu papel na infla-
macdo local e na ativacdo de macréfagos, sendo
também um importante fator na imunopatologia
da doenca."? O interferon-gama (IFN-y) ativa os
macrofagos, que passam a produzir intermedia-
rios reativos de nitrogénio e oxigénio, que inibem
o crescimento e promovem a morte da micobac-
téria."’ No entanto, o bacilo sobrevive, multiplica-se
no macrofago e induz o recrutamento de linfocitos
T, grandes produtores de 1FN-y e TNF-o, para a
formacio do granuloma no foco da infecgio.”

Quando a tuberculose estd em atividade,
observa-se diminuicdo da resposta Th1 e aumento
de producdo e acdo de citocinas supressoras de
perfil Th2, como a interleucina (IL)-10, que inibe
a proliferacdo das células e a producdo de 1FN-vy,
comprometendo os mecanismos microbicidas dos
macrofagos e a apresentacio de antigenos, além de
ter efeito oposto ao do TNF-a, protegendo contra
danos teciduais, pela regulagio da inflamacio e da
apoptose. A producio dessas citocinas pelos macro-
fagos ¢ estimulada por componentes da parede
celular micobacteriana.”)

Outra citocina produzida pelo macrofago, o
transforming growth factor-beta (TGF-B, fator
transformador de crescimento beta), suprime o
perfil Th1 e participa na indugio da fibrose.”’ Em
baixas concentragbes, atua como um fator quimio-
tatico para mondcitos e induz a secrecdo de IL-1a
e TNF-0.® Na fase cronica da tuberculose, sua
producdo é maxima, promovendo desativacdo de
macrofagos, inibicdo da expressdo e funcionamento
de receptores para IFN-7.67

As citocinas pro-inflamatorias promovem o
desaparecimento da micobactéria, sendo uteis como
marcadores de atividade do processo inflamatério e
da resposta ao tratamento. Além disso, sdo indutoras
da resposta de fase aguda (RFA), correspondente
sistémico da inflamacéo, verificando-se aumento da

sintese hepatica e dos niveis séricos das proteinas
de fase aguda, que sio uteis na fase de diagndstico
e na monitorizacdo da evolucdo dos pacientes, ja
que podem ser quantificadas de maneira seriada.®

Alguns marcadores sdao a proteina C reativa
(PCR), considerada o marcador mais sensivel e espe-
cifico da RFA, ja que sua concentracdo no plasma
reflete diretamente a intensidade do processo pato-
16gico, e a velocidade de hemossedimentacio (VHS),
teste inespecifico que se altera durante o processo
infeccioso e traduz a intensidade da inflamacéo e
a resposta ao tratamento, sendo util para monito-
rizar a progressao de doencas inflamatérias, como a
tuberculose.'?

A inducdo da RFA ¢ um reflexo da acdo das
citocinas inflamatdrias e a alteracdo dos niveis dos
seus marcadores no sangue periférico, juntamente
com dados clinico-epidemioldgicos e de imagem,
¢ indicativa de doenca em atividade, mesmo com
baciloscopia negativa. Esse conjunto de evidén-
cias torna a indicacdo do teste terap€utico mais
segura, além de permitir que se verifique a acdo do
tratamento antituberculose. No Brasil, 26,7% dos
pacientes sdo tratados sem confirmacio diagnostica
de tuberculose pulmonar (TBP), com base apenas
no quadro clinico-radioldgico e na alteracdo dos
marcadores de RFA, caracteristicos dos processos
granulomatosos.!"”

O objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo do
tratamento no processo inflamatdrio tuberculoso em
pacientes com TBP por meio da determinacdo das
proteinas totais, albumina, globulinas, alfa-1-glico-
proteina acida (AGA), PCR, VHS, pardmetros séricos
e niveis das citocinas TNF-o, 1TFN-y, 1L.-10 e TGF-3
em sobrenadante peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs, células mononucleares do sangue periférico)
e monocitos. Essas determinacoes foram realizadas em
trés momentos: antes do inicio (T0), aos trés meses
(T3) e ao final da utilizacio da terapéutica (T6).

Métodos

0 presente estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista (protocolo
1825/2005).

Grupos estudados

Como controles, foram estudados 20 individuos
doadores de sangue do Hemocentro do Hospital
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das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu
(HC-FMB) da Universidade Estadual Paulista, com
média etaria de 38,5 anos (variacdo, 24-56 anos),
todos do sexo masculino. Estes foram avaliados
apenas uma vez, para estabelecer o padrdo de
normalidade das citocinas estudadas.

Foram avaliados 28 doentes com TBP, 13 do
HC-FMB e 15 do Servico de Moléstias Infecciosas
da Secretaria de Estado da Saude de Bauru. Desses,
23 eram do sexo masculino, com média etaria de
54,3 anos (variacio, 21-77 anos) e 5 do femi-
nino, com média etdria de 43,4 anos (variacio,
29-74 anos). A adesio ao estudo se deu no momento
do diagnostico e apos avaliacdo por parametros
clinicos, determinacdo dos marcadores de RFA e
exames de imagem. Todos foram classificados como
tendo a doenca de intensidade moderada. Os crité-
rios de inclusdo no estudo foram idade minima de
18 anos e diagnostico de TBP comprovado por baci-
loscopia ou cultura positivas para M. tuberculosis
ou diagnostico presuntivo em doentes com quadro
clinico-epidemioldgico, exames bioquimicos, hema-
toldgico e de imagem compativeis com tuberculose
em atividade e baciloscopia negativa. Foram exclu-
idos todos os pacientes que também apresentavam
outra doenca granulomatosa em atividade ou H1V/
AIDS. Todas as variaveis estudadas nos doentes
foram determinadas em trés tempos: antes do inicio
(TO), aos trés (T3) e aos seis meses (T6) do trata-
mento antituberculose.

Peresi E, Usd SMRS, Calvi SA, Marcondes-Machado J

Todos os doentes com TBP receberam trata-
mento durante seis meses e foram considerados
clinicamente curados ao seu término.

Cultura de células

Foram coletados 20 mL de sangue periférico dos
controles, em apenas um tempo, e dos doentes, nos
trés tempos do estudo. As PBMCs foram obtidas por
meio da separacio em gradiente de Histopaque®.(?
0 anel rico em linfécitos e mondcitos foi lavado com
meio de cultura RPMI 1640 (Gibco Laboratories,
Grand 1sland, NY, EUA) por 5 min a 200 rpm. Apos
este periodo, a suspensdo celular foi ressuspensa
em meio de cultura RPMI 1640 suplementado com
2 mM de L-glutamina (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA), 40 ug/mL de gentamicina e 10% de soro
autélogo humano inativado (meio de cultura de
células completo) sendo a identificacio e viabilidade
das mesmas realizadas por contagem apos coloracdo
com liquido de Turk para PBMCs e com vermelho
neutro para mondcitos. A seguir, a suspensao celular
foi distribuida em placas de cultura de 24 pocos
(Nunc, Life Tech Inc, Maryland, MA, EUA), com
1 x 10°/mL. A cultura de PBMCs foi incubada na
presenca ou nio de estimulo. Para isolamento de
monaocitos, apos 1 h de incubacio a 37°C em tensio
de 5% de CO,, as células ndo-aderentes foram elimi-
nadas através de lavagem das placas com meio de
cultura RPMI1 1640. Apos aderéncia, as células foram

Tabela 1 - Comparacdo entre as varidveis bioquimicas (proteinas totais, albumina, globulinas, proteina C reativa
e alfa-1-glicoproteina acida) e hematologica (velocidade de hemossedimentacdo), encontradas nos trés tempos do
tratamento especifico dos doentes com tuberculose pulmonar.

Marcadores de fase aguda

PT? (g/dL)  Alb® (g/dL) Glob® (g/dL) PCR® (g/dL) AGA? (mg/dL) VHS? (mm/h)
M F M F
ToO (n=21) (n=21) (n=21) (n =20) (n=16) m=11)
(ref.: 6,3-8,2) (ref.: 3,5-5,0) (ref.: 2,8-3,2) (ref. <1,00) (ref.: 30-50) (ref.: 40-120)  (ref. < 10) (ref. < 20)

TO 7,92 + 0,59 3,90 3,92 £0,72 3,65 115,40 £+ 46,08 127,80 £ 92,78 37,64 + 28,61 65,00 *+ 31,23
(3,40; 4,60) (1,70; 6,60) (n=5) (n=5)

T3 7,49 + 0,68 4,20 3,45 £ 0,49 0,95 67,44 + 26,69 66,20 = 53,60 18,32 = 13,38 20,00 = 12,98
(3,75; 4,40) (0,30; 1,60) n=5) n=5)

T6 7,67 +0,69 4,30 3,49 £ 0,43 0,15 62,18+ 21,35 4398+757 10,59+7,41 19,33 13,65
(3,85; 4,55) (0,00; 0,40) (n=4) (n=4)

p 0,059 0,331 0,001* <0,0001%* <0,0001* 0,278 0,0016* 0,025

PT: proteinas totais; Alb: albumina; Glob: globulinas; PCR: proteina C reativa; AGA: alfa-1 glicoproteina acida; VHS: velocidade de
hemossedimentacdo; n: numero de doentes avaliados; ref.: valor de referéncia; M: Masculino; F: Feminino; T (0, 3 e 6): tempos do
estudo, em 0, 3 e 6 meses de tratamento, respectivamente; e p: significdncia do teste aplicado. “Resumo em média e desvio padréo;
e PResumo em mediana e quartis. *TO > T3; TO > T6. **T0 > T3 > Té6.
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novamente incubadas no meio de cultura de células
completo na presenca ou nio de estimulos.

Quantificacio de citocinas

As dosagens das citocinas TNF-c, 1FN-y, TGF-f3
e IL-10 foram realizadas com kits comerciais
(R & D Systems, Billings, MT, EUA) pela técnica de
ELISA, com limite de deteccdo para cada citocina de
5 pg/mL, no sobrenadante obtido das culturas de
PBMC e monacitos, apds 24 h de incubacéo a 37 °C,
em tensdo de 5% de CO,, na auséncia ou presenca
de 8 pug/mL de fitohemaglutinina (Murex Biotech
Ltd., Dartford, Kent, Reino Unido) ou 20 ug/mL de
lipopolissacarideo (Escherichia coli serotype 055:B5;
Sigma-Aldrich Chemie BV, Zwijndrecht, Paises
Baixos), respectivamente. As aliquotas desse mate-
rial foram conservadas a —80 °C até o momento da
dosagem das citocinas.

Andlise estatistica

Os resultados da RFA foram analisados por
ANOVA, teste de Friedman, de Bonferroni, de
Shapiro-Wilk, t de Student e pos-teste de Dunn.
Os resultados das citocinas foram analisados por
ANOVA, teste de Bonferroni e t de Student. A relacio
linear entre RFA e citocinas em cada momento foi
estudada por meio das correlagdes de Spearman e

de Pearson. Todos os testes foram aplicados com
nivel de significAncia oo = 0,05.0%

Resultados

Os marcadores inflamatorios de fase aguda
foram avaliados em trés tempos nos doentes. Em
TO, os seguintes marcadores encontravam-se acima
dos valores de referéncia (ref.) no soro de 21 dos
28 doentes, todos expressos em média e desvio-pa-
drdo: globulinas (g/dL): 3,92 + 0,72 (ref,, 2,8-3,2;
1C95%: 3,59-4,25); AGA (mg/dL) nas mulheres:
127,8 £ 92,78 (ref., 40-120; 1C95%: 12,87-242,73);
VHS (mm/h) nas mulheres: 65 + 31,23 (ref., < 20;
1C959%: 26,31-103,69), e nos homens: 37,6 £ 28,61
(ref., < 10; 1C95%: 18,49-56,79). As proteinas
totais, albumina e AGA (homens) no diferiram do
padrdo de normalidade nos doentes (dados nio
mostrados). Com relacdo a PCR, 22 (81,48%) dos
27 doentes avaliados em TO tinham valores acima
dos ref. (< 1,00 g/dL). Os niveis de todos os marca-
dores sofreram decréscimo ao longo do tratamento,
mas somente nos niveis de PCR (g/dL), em 20 dos
28 doentes, este decréscimo foi significante entre os
trés tempos (expressos em mediana e quartis): TO:
3,65 (1,70; 6,60) > T3: 0,95 (0,30; 1,60) > T6: 0,15
(0,00; 0,40) (p < 0,0001) (Tabela 1).

Tabela 2 - Producéo de fator de necrose tumoral alfa, interferon-gama, interleucina-10 e fator crescimento-beta por
celulas mononucleares do sangue periférico e mondcitos dos individuos controles, nos trés tempos do tratamento

especifico, dos doentes com tuberculose pulmonar.

Citocinas
TNF-ou TFN-y 1L-10 TGF-B
Estimulo LPS PHA LPS LPS
- + - + - + - +

Controle (n = 20) 125,45+ 204,20 £ 247,35+ 316,30 9,40 £ 16,80 176,30 + 458,45 +

33,04 64,60 56,31 222,80 7,08 9,86 54,73 117,03
TO (n = 21) 485,30+ 601,90 £ 532,20+ 646,70 = 60,33 + 81,05 636,60 = 837,50 £

16,80 193,10 202,20 222,80 23,11 25,58 191,40 180,90
T3 (n =21) 343,30+ 472,40 £ 440,00+ 523,80 42,57 £ 56,81 492,50+ 676,80 =

138,10 190,10 216,30 229,70 21,21 24,58 185,10 175,10
T6 (n = 21) 219,30+ 321,40t 295,60 £ 392,60 £ 27,52 + 39,86 + 318,30 £ 476,10 =

113,10 158,90 147,20 191,10 18,48 23,82 135,70 200°
p <0,05*% <0,05% <0,05% <0,05** <0,05% <0,05% <0,05% <0,05**

TNF-ou: tumor necrosis factor-alpha (fator de necrose tumoral-alfa); TFN-y: interferon-gama, TL-10: interleucina-10; TGF-B:
transforming growth factor-beta (fator transformador de crescimento-beta); LPS: lipopolissacarideo; PHA: fitohemaglutinina; —:
cultura de células sem estimulo; +: cultura de células com estimulo; Controle: valores de referéncia do grupo controle; T (0, 3 e 6):
tempos do estudo, em 0, 3 e 6 meses de tratamento, respectivamente; e p: significancia do teste aplicado. *n = 20. *Controle < T6

< T3 < TO (p < 0,02). *Controle = T6 < T3 < TO (p < 0,01).
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Figura 1 - Média e desvio padrdo de fwmor necrosis
factor-alpha (TNF-alfa, fator de necrose tumoral alfa),
interferon-gama  (IFN-gama), interleucina-10 (IL-10)
e transforming growth factor-beta (TGF-beta, fator
transformador de crescimento-beta) em sobrenadante de
cultura de células mononucleares do sangue periférico, sem
estimulo, dos controles (n = 20), em um unico tempo, e dos
doentes com tuberculose pulmonar (n = 21) antes (T0), aos
trés meses (T3) e ao final (T6) do tratamento. Diferencas
significativas (r < 0,05) simbolizadas por * entre controles
e doentes (teste t de Student) e por # entre os tempos (TO,
T3 e T6) dos doentes (ANOVA e teste de Bonferroni).
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Figura 2 - Média e desvio padrdo de fwmor necrosis
factor-ajpha (TNF-alfa, fator de necrose tumoral
alfa), interferon-gama (IFN-y), interleucina-10 (IL-10)
e transforming growth factor-beta (TGF-beta, fator
transformador de crescimento-beta) em sobrenadante de
cultura de células mononucleares do sangue periférico
e monocitos do sangue periférico, com estimulo
(fitohemaglutinina: 1FN-gama; lipopolissacarideo:
TNF-alfa, 1L-10 e TGF-beta), dos controles (n = 20), em
um Unico tempo, e dos doentes com tuberculose pulmonar
(n = 21 para TNF-alfa, IFN-gama e 1L-10; e n = 20 para
TGF-beta) antes (T0), aos trés meses (T3) e ao final (T6) do
tratamento. Diferencas significativas (r < 0,05) simbolizadas
por * entre controles e doentes (teste t de Student) e por #
entre os tempos (TO, T3 e T6) dos doentes (ANOVA e teste
de Bonferroni).
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A producdo de citocinas em sobrenadante de
cultura de PBMCs e mondcitos foi determinada em
um unico tempo nos controles e em trés tempos nos
doentes. Dos 28 doentes, 21 foram avaliados em
TO, T3 e T6; e sete em TO e T3. Os valores das cito-
cinas a seguir estdo apresentados em média e desvio
padrdo, sem e com estimulo, respectivamente: nos
doentes, os niveis de TNF-a. (pg/mL): TO (485,30 +
16,80; 601,90 + 193,10) > T3 (343,20 *+ 38,00;
472,40 £ 190,10) > T6 (219,30 + 113,00; 321,40 +
158,90) (p < 0,01), mas todos acima dos obtidos
nos controles (125,45 + 33,04; 204,20 + 64,60)
(p < 0,02). Os niveis de TFN-y (pg/mL): TO (532,20
202,20; 646,70 £ 222,80) > T3 (440,00 + 216,30;
523,80 + 29,70) > T6 (295,60 + 147,20; 392,60 +
191,10) (p < 0,01). Em TO e T3, esses niveis foram
mais altos que os dos controles (247,35 + 56,31;
316,30 *+ 46,03) (p < 0,001), mas em T6 ja eram
iguais aos controles. A producio de 1L-10 (pg/mL):
TO (60,3 + 23,11; 81,05 + 24,58) > T3 (42,57 +
21,21; 58,81 + 24,58) > T6 (27,52 + 18,48; 39,86 *
23,82) (p < 0,01), todos acima dos obtidos dos
controles (9,40 + 7,08; 16,80 *+ 9,86) (p < 0,001). Os
niveis de TGF-B (pg/mL): TO (636,60 + 191,40) > T3
(492,50 + 185,10; 676,80 £ 1 74,10) > T6 (318,30 +
135,70; 476,10 £ 200) (p < 0,01). Em todos os
momentos, com excecdo de T6, com estimulo, os
niveis de TGF-B dos doentes foram significati-
vamente maiores que os dos controles (176,30 *
54,73; 458,45 + 117,03) (p < 0,001). (Tabela 2 e
Figuras 1 e 2).

Discussédo

Diversos estudos tém demonstrado a existéncia
de forte RFA em pacientes com TBP pela elevacdo
na concentracio plasmatica da PCR e do VHS.U*™
No presente estudo, também foram encontrados
niveis iniciais de PCR, AGA e VHS acima dos ref,,
indicando uma possivel utilizagdo desses como
marcadores auxiliares no diagnostico presuntivo da
doenca, nos casos que apresentarem baciloscopia
negativa e com quadro clinico-epidemioldgico
sugestivo de doenca em atividade, tornando mais
segura a indicacdo do teste terapéutico.

Além de marcadores de atividade da doenca, os
marcadores de RFA também tém sido estudados
como avaliadores do efeito do tratamento especi-
fico na TBP. Ha relatos que sugerem a normalizacio
do VHS como marcador de boa resposta ao trata-
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mento em doencas subagudas e crénicas, como a
tuberculose."*'”  Diversos autores demonstraram
niveis aumentados dos marcadores de RFA, PCR,
AGA e VHS na fase inicial, que vdo diminuindo
ao longo do tratamento.'*™ Nos resultados deste
estudo, os doentes com TBP também apresen-
taram niveis de PCR aumentados pré-tratamento
em relacdo aos niveis encontrados apos trés e seis
meses de terapia, o que sugere a utilidade desse
marcador na pratica clinica para avaliar a resposta
ao tratamento. Autores sugeriram o uso de AGA,
haptoglobina, alfa-1 antitripsina e 4cido sidlico
como indicadores bioquimicos sensiveis de prog-
nostico e monitoramento da resposta ao tratamento
antituberculose.!"”

Varios autores tém demonstrado a importancia
das citocinas como marcadores de atividade da
tuberculose ou de resposta ao tratamento especifico.
Quando este ¢ efetivo, ha recuperacdo da resposta
Th1, com subseqiiente contencio do bacilo.('®')

Embora se reconheca o papel importante do
IFN-y na formacdo do granuloma induzido pelo
M. tuberculosis, os resultados dos estudos do
comportamento dessa citocina nos doentes nao
sdo homogéneos. Essas discordancias se devem a
diferencas na metodologia utilizada nos trabalhos
ou aos momentos evolutivos da doenca em que a
citocina foi quantificada. Alguns estudos ainda tém
demonstrado relacdo entre a producdo de certas
citocinas e a gravidade da doenga.®*-?

Em um estudo,"” encontraram-se a producio de
IFN-y por PBMC s, estimulada por M. tuberculosis,
abaixo do normal antes do tratamento, com
aumento progressivo até niveis proximos aos dos
controles no final. Diferindo desses resultados, no
presente estudo, a producido de 1FN-y pelas células
dos pacientes, estimuladas ou ndo, foi maior que
a dos controles, antes e aos trés meses, com dimi-
nuicdo progressiva até valores normais no final da
terapia. No entanto, no estudo acima citado,"¥ os
pacientes tinham doenca moderada e avancada, e o
IFN-y foi dosado em sobrenadante de PBMCs apds
seis dias de incubacdo, ao passo que, no presente
estudo, os doentes tinham tuberculose de intensi-
dade moderada, e o sobrenadante foi obtido apds
24 h.

Outros autores ndo encontraram diferencas
significativas entre os valores de IFN-y obtidos
dos pacientes, apesar de menores, com relacdo ao
controle." Entretanto, outros trabalhos demons-

traram niveis elevados de 1FN-y no soro dos
pacientes com tuberculose em atividade, antes da
terapia.?*?® Em outro trabalho,*” foi demonstrado
que os niveis séricos de IFN-y estavam significativa-
mente mais elevados nos pacientes antes da terapia,
sendo os maiores niveis apresentados pelos indi-
viduos com febre, e que apds o tratamento, esses
niveis se normalizaram. Uma pequena diminuicio
na producdo de IFN-y ao longo do tratamento
também foi demonstrada por outro estudo.?”
Pacientes com TBP apresentaram niveis, apesar de
variaveis, menores aos dois meses de tratamento, em
relacdo ao seu inicio.?” Finalmente, vérios autores
observaram producdo elevada de IFN-y por PBMCs,
submetidas a diversos estimulos antigénicos, em
pacientes tuberculosos antes do tratamento, a qual
se manteve alta apds o término da terapia especi-
ﬁca.(ZO—ZZ]

O TNF-oo ¢ outra citocina participante da
formacdo do granuloma, com niveis elevados no
liquido pleural, no plasma ou em cultura de mono-
citos de pacientes com tuberculose, antes ou apods
o inicio do tratamento, quando comparados com
os pacientes cronicos ou individuos normais. Esses
relatos sugerem que o TNF-o € necessario no inicio
do processo inflamatdério para limitar a multi-
plicacio da micobactéria.(®2% Qutros estudos
mostraram que os niveis iniciais elevados de TNF-o
na TBP diminuiam significativamente ao longo do
tratamento, ao mesmo tempo em que involuia o
processo inflamatorio.'*?® No presente estudo, a
producdo de TNF-o pelos mondcitos dos pacientes,
estimulados ou ndo, também foi maior do que a dos
controles antes do inicio, aos trés meses e ao final
do tratamento. Apesar de sempre maior que a dos
normais, a produgdo da citocina diminuiu significa-
tivamente ao longo do tratamento, sendo os niveis
finais menores que os iniciais. Esses niveis pos-
tratamento mais altos do que os normais, também
encontrados em outro estudo, sugerem que o TNF-o
tem funcéo protetora, além do importante papel na
imunopatogenia da doenca.?””

A citocina de efeito antiinflamatorio 1L-10
encontra-se aumentada na tuberculose.?” Esse efeito
¢ util, pois arrefece a atividade prdé-inflamatéria do
IFN-y e do TNF-q, e confere certa protecdo contra
a destruicdo tecidual do perfil Th1. Niveis elevados
dessa citocina também sdo encontrados em contatos
saudaveis de pacientes tuberculosos, assim como
em reatores 3 tuberculina sem a doenca.('®?729
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Embora os niveis de 1L-10 sejam maiores durante
a fase de grande atividade do processo inflamato-
rio—antes do tratamento—do que durante ou apos
o término da terapéutica especifica, estes niveis
conservam-se sempre acima dos normais, ao longo
do tratamento.®¥

Em outro estudo,”® a producio inicial elevada
de 1L-10 por PBMCs de pacientes com TBP ndo se
alterou com o tratamento. No presente trabalho, a
producdo da IL-10 por monocitos, estimulados ou
ndo, também estava aumentada antes, durante e
apos o tratamento em relacdo aos normais, embora
tenha havido diminuicdo na producdo desta cito-
cina ao longo do tratamento, resultados que estdo
de acordo com os de outros estudos.?*?® J§ em um
estudo previamente citado,""” encontraram-se valores
da citocina equivalentes aos do grupo controle ao
final da terapia. Novamente, as divergéncias entre
os resultados ligam-se provavelmente as diferencas
na metodologia utilizada pelos autores, as condi-
cdes clinicas dos pacientes estudados, ao tempo de
evolucdo da doenga ou de tratamento, entre outras
causas.?+2

Os mondcitos de pacientes com tuberculose
em atividade produzem mais TGF-3 do que os de
individuos controles. O mesmo comportamento
¢ verificado em contatos de tuberculosos e em
pacientes tratados e curados de TBP.?** A cito-
cina esta presente, em niveis elevados, também no
liquido pleural.® O presente estudo estd de acordo
com os dados apresentados, pois foram encontrados
niveis significativamente mais elevados nos doentes,
com ou sem estimulo, antes, aos trés meses de
tratamento e ao final deste. Embora os niveis finais
tenham sido maiores que os dos controles, houve
diminuicdo significativa da producio de TGF-B ao
longo do tratamento desses doentes.

Outros autores ndo encontraram diferenca entre
os niveis séricos de TGF-B dos doentes e dos grupos
controles.?® Sem verificarem efeito relevante do
tratamento sobre os niveis desta citocina, sugeriram
que a acdo do TGF-B depende da sua concentracio.
As diferencas encontradas no comportamento de
TGF-B na tuberculose, em estudos de estimulacio
in vitro de células, podem ser atribuidas as técnicas
de isolamento e de cultura utilizadas, que nem
sempre sdo0 as mesmas.??

Apesar do efeito indutor das citocinas pro-
inflamatdrias sobre a producdo de marcadores de
RFA, no presente estudo, a diminuicdo de alguns
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desses marcadores ao longo da terapia nao se corre-
lacionou com a das citocinas avaliadas.®? Isso talvez
se explique pelo tamanho amostral e pela heteroge-
neidade da populacdo avaliada. Novos estudos sio
necessarios, com numero maior de doentes, para
que se compreenda melhor o mecanismo da relacdo
entre a RFA e as citocinas.

Neste trabalho, os pacientes com TBP em TO
apresentavam perfil ThO, com citocina de perfil Th1
(IFN-y) coexistindo com a de Th2 (IL-10). Nesta
fase, a producdo de TGF-f, citocina regulatdria e
indutora de fibrose, assim como de TNF-o, pro-
inflamatéria essencial para formagdo e manutencao
de granuloma, também estava elevada. O equilibrio
entre atividade prdé- e antiinflamatéria persistiu ao
longo do tratamento até T6, quando os pacientes
evoluiram para o perfil Th2, com normalizacdo dos
niveis de 1FN-y, provavelmente para proteger dos
efeitos da atividade pro-inflamatoria do perfil Th1 e
garantir a cicatrizacdo adequada, com o desenvolvi-
mento de fibrose.

Os niveis aumentados de globulinas, AGA, PCR e
VHS nos doentes em TO, concordantes com outros
estudos, sugerem sua utilidade no auxilio do diag-
nostico presuntivo da tuberculose, juntamente com
0 histérico clinico-epidemioldgico do paciente,
mesmo em individuos com baciloscopia negativa. A
PCR demonstrou ser util como marcador do efeito
da terapia e da involucdo inflamatoria, pois seus
niveis decresceram ao longo do tratamento anti-
tuberculose e se normalizaram coincidindo com
o final da terapia. O IFN-y mostrou ter a mesma
utilidade, com niveis aumentados no inicio, decres-
centes ao longo e normais ao final do tratamento
antituberculose.
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