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Secrecao do Fator de Necrose Tumoral
Alfa na Reacao de Hipersensibilidade
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RESUMO

Linfécitos T e macréfagos tém papel importante nas reagbes imunes celulares da tuberculose pulmonar.
Apos estimulagdo com antigenos bacterianos, as células T secretam linfocinas tais como interferon gama que
ativam macrafagos que, por sua vez, produzem e liberam fator de necrose tumoral alfa (TNF alfa). Admite-se
que o TNF alfa tem papel central nas infecgbes por Mycobacterium tuberculosis gerando resposta
granulomatosa. Entretanto, também tem sido observado o papel do TNF alfa nas manifestacdbes toxicas da
tuberculose. Para investigar a ocorréncia do TNF alfa nas reagdes de hipersensibilidade retardada induzidas
pela tuberculina nés desenvolvemos um modelo “ex-vivo” de cultura tecidual. Pacientes com dados clinicos
¢ radiol6gicos de tuberculose pulmonar prévia foram submetidos ao teste cutineo tuberculinico - Heaf test.
Aqueles que exibiram resultados compativeis com o diagnéstico de “reator forte” foram submetidos a bi6psia
cutinea no local do teste. Neste fragmentos a secre¢io de TNF alfa foi investigada por técnicas de imuno-
histoquimica. Bidpsias de pele normal foram também obtidas dos mesmos pacientes e a viabilidade da cul-
tura até quatro dias foi determinada usando hibridizagdo in situ com 3H uridina (uridina tritiada). Neste mo-
delo experimental observamos que biopsias de pele podem ser mantidas viaveis em cultura por até quatro
dias e que a secrecdo de TNF alfa estava presente nas amostras obtidas de sitios nos quais a reacao
tuberculinica havia sido determinada. Considerando que eram pacientes com histéria patolégica pregressa
de tuberculose pulmonar, a administragdo intradérmica de tuberculina promoveu a reagdo classica de
hipersensibilidade retardada na qual a secrecdo de TNF alfa parece ter importante papel.

ABSTRACT

Pulmonary tuberculosis is a disease in which T lymphocytes and macrophages play a important role in
the mechanism of cell mediated immune reactions. After being stimulated by mycobacterial antigens, T cells
secrete lymphokines such as interferon gamma that activate macrophages which, in turn, will produce and
release tumor necrosis factor alfa (TNF alfa). It is accepted that TNF alfa has a central role in Mycobacterium
tuberculosis infections by generating a granulomatous response but it has also been observed the role of TNF
alfa in toxic manifestations of tuberculous diseases. To investigate the occurrence of TNF alfa in tuberculin -
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induced delayed type hypersensitivity reactions we developed an ex-vivo model of tissue culture. Patients
presenting a previous diagnosis (clinical and radiological) of pulmonary tuberculosis were submitted to Heaf
test. Skin biopsies were obtained in those patients who presented accentuated local reaction and TNF alfa
secretion was investigated by immunochemistry technique. Normal skin biopsies were also obtained in the
same patients and viability of tissue cultured up to four days was determined by using in situ hybridization
with 3H uridine. In the ex-vivo model we developed it was observed that normal skin biopsies could be kept
viable in culture up to four days and that TNF alfa secretion was present in every positive Heaf test biopsy
sample examined. Considering the patients had been submitted to tuberculosis treatment in the past, the in-
tradermal administration of tuberculin promoted a classical delayed type hypersensitivity reaction in which

TNF alfa secretion seems to play an important role.
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INTRODUCAO

Tem sido observado o ressurgimento da tubercu-
lose na Gltima década. Mycobacterium
tuberculosis (M.tb) tem alguns componentes como
complexos protéicos e polissacarideos da parede
celular que agem como estimulo para respostas
inflamatérias (1-4). A tuberculose é um exemplo
classico da infeccao intracelular na qual a imuni-
dade celular é bastante relevante e envolve tanto
os linfécitos T como os macréfagos. Interferon
gama (IFN gama) e fator de necrose tumoral alfa
(TNF alfa) sao duas citocinas, secretadas por célu-
las inflamatdrias, que tem grande importancia nos
mecanismos imunopatogénicos das doencas infla-
matorias. Em uma seqliéncia de eventos (4-6), lin-
focitos T ativados liberam IFN gama que determi-
na acimulo local e ativacao de macréfagos. Estes
macréfagos ativados apresentam produg¢ao aumen-
tada de TNF alfa. IFN gama liberado pelos linfoci-
tos T pode aumentar a atividade antimicrobiana de
macrdéfagos aumentando a producao de peroxido
de hidrogénio, o que facilita a eliminagao intrace-
lular da bactéria. Macréfagos acumulados se dife-
renciam em células epitelidides que também sdo
ricas em TNF alfa, etapa importante na formacao
do granuloma e na morte bacteriana. A exposigao
de mondcitos ou macrofagos ao TNF alfa leva a um
aumento na expressao do mRNA do TNF alfa e na
liberacdo do TNF alfa por estas células em um pro-
cesso de auto-amplificagdo que aumenta a capa-
cidade fagocitica de macréfagos e a morte bacte-
riana (1, 7). Muitos macrdfagos sao mortos duran-
te a fagocitose, o que promove a liberacdo de
enzimas lisossomais, de peréxido de hidrogénio,

de proteases e de mediadores inflamatoérios que
podem causar dano tecidual, necrose caseosa e
liquefacdo seguida de cavitagao (3, 8).

Em um modelo experimental de tuberculose (4),
IFN gama inibiu o crescimento intracelular do M.tb
em macréfagos murinos. Camundongos com ruptu-
ra do gen do IFN gama mostraram aumento da sus-
ceptibilidade a infeccdo pelo M.th com evidencia
de extensa necrose tecidual e grande namero de
bacilos (4). Entretanto, estes autores observaram
que em estudos humanos, IFN gama nao foi capaz
de inibir a replicacdo micobacteriana em mondci-
tos ou macréofagos a menos que combinados com
outras citocinas ou produtos de mondcitos.

Em outro estudo experimental (9), granulomas
pulmonares foram induzidos em camundongos pela
embolizacao de particulas acopladas ao derivado
protéico purificado do M.th. Usando anticorpos
contra IFN gama e TNF alfa verificou-se que o
tamanho dos granulomas reduzia em 20% ¢ 40%,
respectivamente. No mesmo estudo, macréfagos
foram isolados das lesdes, cultivados ¢ o
sobrenadante examinado quanto a presenca de
TNF alfa. A associacdo de anticorpos anti-IFN
gama reduziu a producdo de TNF alfa pelas célu-
las em cultura em 70%. Estes autores concluem
que IFN gama e TNF alfa sao mediadores centrais
na resposta ao antigeno micobacteriano.

O desenvolvimento de granulomas apos infec-
¢ao sistémica com patoégenos intracelulares tais
como M.th é um modelo classico de imunidade
celular. Em um estudo experimental (6), camundon-
gos foram injetados com BCG e foi notado que a
formacao de granulomas hepaticos coincidia com
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o acimulo local de macréfagos e com a sintese de
TNF alfa. A administracao de anticorpos anti-TNF
alfa reduziu o niimero ¢ o tamanho dos granulomas
e também evitou ou suprimiu o acimulo do mRNA
do TNF alfa assim como da proteina TNF alfa na
lesao. No homem, a hibridizacao in situ toi usada
para demonstrar a presenca do mRNA do TNF alfa
em ganglios linfaticos obtidos de pacientes com tu-
berculose pulmonar (10). Foi observado que o
MmRNA do TNF alfa era detectado em células
epitelidides, células gigantes e linfécitos no mate-
rial biopsiado.

Na tuberculose pulmonar, células T produzem
interleucina 2 ¢ IFN gama (11). Em pacientes com
tuberculose pulmonar tem sido evidenciado que o
mRNA do IFN gama esta presente nos linfocitos T
CD4 (12) e 0o mRNA do IFN gama tem sido também
identificado nas amostras de pele biopsiadas de
pacientes com Heaf test positivo (13). O Heaf test
¢ uma reacao de hipersensibilidade retardada na
qual a inoculacao de tuberculina ao individuo pre-
viamente imunizado resulta no influxo de célu-
las  mononucleares com uma
eritematosa ¢ endurecida de intensidade maxima
no quinto ou sétimo dia apos inoculacao (14).

visivel  arca

Neste trabalho, nosso objetivo foi usar um mo-
delo “ex-vivo” humano do Heaf test para avaliar a
participacao do TNF alfa nestas reacdes inflamato-

Flas.

PACIENTES E METODOS

(1) Pacientes

Pacientes com historia prévia de tuberculose
pulmonar foram submetidos ao Heaf test no qual a
tuberculina era inoculada na pele do antebraco es-
querdo ¢ o resultado da reacdo observada registrado
no quinto dia apos a inoculagdo. Pacientes com
grau 3 ou 4 do Heaf test (grau 3 = induragdao com
5a 10 mm de diametro e grau’4 = induragao com
diametro maior do que 10 mm) foram recrutados da
Clinica de Torax do St. Mary’s Medical School, Im-
Science and Technology,

perial  College of

University of London.

(1) Métodos

(a) Técnica de biopsia e congelamento para imuno-
histoguimica:
Uma amostra inicial 3 mm de espessura) de pele
(area de induracdo) foi obtida de cada paciente no
quinto dia apés injecdo intradérmica de tuberculina,
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O fragmento biopsiado era imediatamente coloca-
do em 5mL de meio de cultura (RPMI-1640, 25mM
Herpes buffer/Gibco BRL com 100 U/mL penicili-
na-estreptomicina/Gibco BRL ¢ 2 mM glutamina
Gibco BRL) e transportado no gelo para o laborato-
rio aonde era dividido em duas partes produzindo,
portanto, duas amostras finais para cada paciente.

Uma destas amostras era removida do meio,
mergulhada em solucdo para congelamento e en-
tao armazenada em nitrogénio liquido. Amostras
assim preparadas foram consideradas amostras
“tempo Zero”.

A amostra remanescente era entdo colocada
em uma placa de cultura de plastico (Lab-Tek,
Nunc, Inc. Vaperille, USA) com 1 mL de meio de
cultura com TmL de soro fetal bovino (ICN Lab.,
High Wycombe, UK). A placa era entdo selada em
um saco plastico e colocada em uma camara para
cultura de tecidos alimentada por mistura de 95%
de oxigénio com 5% CO2 (Bellco Glass Inc,
Vineland, USA) que era, por sua vez, colocada em
incubadora e mantida a 36,8°C durante 6, 24 ou 48
horas.  Tais consideradas
identificatlas como amostras “Tempo 6, 24 ou 48
horas”, na dependéncia do momento de interrup-
¢cao da cultura. Apds o apropriado intervalo de tem-
po (6, 24 ou 48 horas), as amostras eram entao
removidas do meio, mergulhadas em solucao para
congelamento e estocadas em nitrogénio liquido.

Apods congelamento, amostras de 3 a 4 um de
espessura eram cortadas, a partir dos blocos conge-
lados, e montadas em laminas de vidro. Em cada
lamina eram colocadas duas amostras da mesma
biopsia. Uma amostra destinava-se a imuno-
histoquimica para identificacao do TNF alfa ¢ a
outra servia para controle da técnica na qual nao
se utilizava qualquer anticorpo.

amostras ¢ram

(b) Técnica de imuno-histoquimica para identifica-
cao do TNF alfa:

As laminas eram tratadas com peréxido de hi-
drogénio a 3% em metanol para amortecer a ativi-
dade da peroxidase endogena e, a seguir, lavadas
em salina tamponada com fosfato (PBS) ¢
tripsinizadas (0,5% tripsina ¢ 0,5% quimotripsina,
Sigma) durante 15 minutos em estufa a 37°C para
remocado de determinantes antigénicos. As [aminas
eram entao lavadas em agua destilada durante 10
minutos ¢ em BS durante 5 minutos.

As laminas eram entao colocadas em uma ca-

mara Gmida e 50LL de soro de coelho (Dako, Ltd.)
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em PBS (diluigao 1:10) era aplicada em cima de
cada fragmento biopsiado e assim mantido por 30
minutos para evitar ligacoes nao especificas. As |a-
minas eram entao lavadas em PBS durante 5 minu-
tos. A seguir, adicionava-se 50LL de anticorpo anti-
TNF alfa (UBI, New York, USA), diluidos em solu-
cdo de soro de coelho (soro 1:10 PBS) em apenas
um dos fragmentos de cada lamina. O outro frag-
mento, na mesma lamina, era considerado como
controle da técnica e a solucao de diluente, sem
anticorpo, cra adicionado a este fragmento. As
laminas eram entdo mantidas por toda a noite, até
a manha seguinte, em camara Gmida a -4°C.

No dia seguinte, as laminas era entdao lavadas
em PBS durante 15 minutos, mergulhadas em 3%
peréxido de hidrogénio em metanol durante 10 mi-
nutcs e lavadas novamente em PBS durante 15 mi-
nutos. A seguir, 50lLL de anticorpos secundarios
(soro de camundongos marcados com biotina), di-
luidos (1:250) em solucao de soro de coelhos (soro
1:20 PBS), eram adicionados em cada fragmento e
assim mantidos por uma hora na temperatura am-
biente. A seguir, as laminas eram entio lavadas em
PBS durante 15 minutos e incubadas na temperatu-
ra ambiente com solucdao de avidina (1:125) /
biotina (1:125) diluidas em soro de coelho (soro 1:
20 PBS). Ap6s 30 minutos as [aminas eram entdo
lavadas em PBS por 10 minutos e entdo uma solu-
cao de 0,5% de peroxido de hidrogénio em
diaminobenzidina (Sigma, UK) era adicionada em
cada fragmento na lamina, durante 3 minutos, para
desenvolvimento da reacao, produzindo uma colo-
racdo acastanhada nos casos “positivos”. Apods la-
var em agua corrente, as laminas eram coradas
com hematoxilina durante T minuto e, apds secar,
eram montadas com uma laminula.

As laminas eram entao avaliadas sob uma esca-
la semiquantitativa com resultados variando entre
coloracao fracamente positiva (+) ¢ fortemente po-
sitiva (++). As laminas eram entdo codificadas ¢
examinadas sem o conhecimento da informacao
relativa aos fragmentos corados com anticorpos ou
com diluentes.

(c) Técnica para avaliacao da viabilidade tecidual:

A viabilidade da cultura tecidual foi também
investigada considerando que estariamos traba-
lhando com fragmentos de biépsia para investiga-
cdo da secrecdo de citocinas. Fragmentos biopsia-
dos de pele normal foram colocados em meio de
cultura, conforme ja descrito, em placas de cultura

tecidual com 4 pocos cada (Nunc, Inc. Naperville,
USA). As placas eram seladas em sacos plasticos e
mantidas em camara de cultura alimentadas com
mistura gasosa de 95% oxigénio e 5% CO2 (Bellco
Glass Inc, Vineland, USA). Ao serem removidos, 0s
fragmentos eram colocados em 0,5 mL de meio de
cultura com 5L de 3H uridina (Amersham, Bucks) e
ali mantidos por 40 minutos na temperatura ambien-
te. As amostras eram entao lavadas trés vezes em
meio de cultura e fixadas em alcool acético durante
25 minutos. A seguir, os fragmentos eram fixados em
10% formalina, embebidos em parafina e cortados
para subseqliente montagem em laminas.

Para serem processadas, as ldminas eram
reidratadas e mergulhadas em uma emulsao nucle-
ar fotografica llford misturada com glicerol e
aquecida a 42°C em camara escura. Apos secarem
ao ar ambiente as ldminas eram guardadas em uma
caixa hermeticamente fechada que era acondici-
onada em um saco plastico e mantida em refrige-
rador a 4°C durante 10 dias.

A seguir, as laminas eram submetidas ao pro-
cesso de revelagao no qual eram colocadas nas se-
guintes solucdes: revelador fenisol (llIford) diluido
em agua destilada durante 2 minutos; acido
acético glacial a 1% e glicerol a 1% diluidos em
agua destilada durante 1 minuto para interromper
a reacao; tiosulfato de sédio a 30% (BDH Merck
Ltd, Poole, Dorset) diluido em dgua destilada du-
rante um minuto para fixacdo e, a seguir, lavagem
em agua destilada durante 4 minutos. Por Gltimo,
as laminas eram novamente lavadas durante 10
minutos em agua destilada e coradas com
hematoxilina. Apds secarem eram entdo montadas
com lamfnula.

Apos este processo, as ldminas era examinadas
para verificar a presenga de mRNA e, conseqlien-
temente, checar a viabilidade tecidual. Cem fibro-
blastos eram contados em trés areas distintas da
derme. Células contendo 5 ou mais pigmentos
negros eram consideradas como sendo positivas. A
percentagem média de células positivas era calcu-
lada para cada lamina.

(I11) Resultados

(a) Viabilidade tecrdual

Mais de 80% dos fibroblastos nos fragmentos cul-
tivados eram viaveis até o quarto dia de cultura (Fig.
1), sugerindo que fragmentos de pele podem ser man-
tidos em cultura por este periodo sem comprometi-
mento de sua viabilidade funcional.
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FIGURA 1 - Fibroblasto evidenciando presenca de mRNA
marcado (pontos negros} por hibridizagao in
situ com H3 uridina confirmando viabilidade
tecidual.

(b) Secrecio de TNF alfa pelas biopsias teciduais

Seis pacientes foram estudados. Cada paciente
foi submetido a bidpsia de pele fornecendo um frag-
mento dividido em duas metades. Uma delas era
imediatamente congelada e considerada como
amostra “tempo ZERO”. A outra metade era culti-
vada em meio por 6, 24 ou 48 horas e considerada
como amostra “tempo 6, 24 ou 48 horas”, respecti-
vamente. Apds este periodo de cultivo, tais amostras
eram igualmente congeladas. Apos processamento
por imuno-histoquimica para TNF alfa resultados fo-
ram quantificados. Em todas as amostras a coloragao
foi positiva sendo fortemente positiva em quatro do
total (Fig. 2 e Tabela 1). Nao foram identificadas
amostras negativas. Nao identificamos coloragao nas
amostras consideradas como “controle”.

e,

FIGURA 2 - ldentificacdo da presenca “lortemente posili-
va” de secrecio de TNF alfa pela técnica de
imuno-histoquimica,

(1V) Discussao

A eficacia da imunidade celular contra o M.tb
é demonstrada na ampla faixa de variacao de sin-
dromes clinicas da doenca. Em uma extremidade
estdo as apresentacoes como a tuberculose miliar
na qual a imunidade celular ineficaz é manifesta-
da pelos testes cutaneos negativos com a tubercu-
lina e pela disseminagdo da doenca com grande
nimero de bacilos em multiplos 6rgaos (1). Na
outra extremidade desta faixa de variacao estao as
lesdes granulomatosas circunscritas que detém a
integridade do sistema imune celular no qual cé-
lulas inflamatodrias e seus mediadores tais como
TNF alfa sao bastante relevantes no que se refere
A morte do M.th e a resolucdo da reacao inflama-
toria.

Tabela 1. IMUNO-HISTOQUIMICA - IDENTIFICACAO DO TNF alfa

PACIENTE tempo “ZERO"

tempo “6 horas”

tempo “24 horas” | tempo “48 horas”

—

- -

|| B ) —
+

++ ++

o

(+) = coloracdo positiva
(++) = coloracdo fortemente positiva
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E amplamente aceito que o TNF alfa tem um
papel central nas infeccoes pelo M. th, gerando
uma resposta granulomatosa que expressa imunida-
de celular efetiva. Entretanto, ja foi verificado o
papel relevante do TNF alfa nas manifestacoes
toxicas da doenca tuberculosa. Para investigar o
papel do TNF alfa na tuberculose humana, in vivo,
a producao local de citocinas foi investigada em
pacientes com pleurite tuberculosa (1). Foi eviden-
ciada a presenca de TNF alfa no liquido pleural em
niveis mais elevados quando comparado com con-
centragoes sangliineas nos mesmos pacientes. Da
mesma forma, mRNA do TNF alfa foi detectado no
tecido pleural destes doentes por hibridizacao in
situ. Foi, entdao, sugerido que as manifestacoes
clinicas da tuberculose pleural poderiam estar re-
lacionadas aos efeitos das concentracoes de TNF
alfa elevadas localmente, em resposta aos antige-
nos micobacterianos.

Admite-se que, em altas concentragoes, TNF alfa
leve a toxicidade incluindo perda de peso, fraqueza
muscular, sudorese noturna e necrose tecidual (15).
Mondcitos sanguincos de pacientes com tuberculose
liberam maior quantidade de TNF alfa e expressam
niveis mais elevados de mRNA do TNF alfa em res-
posta a agonistas incluindo PPD, em comparacao
com controles normais, sugerindo que tais células
sejam ativadas in vivo pela infecgdo (3, 15).

Estudos do comportamento do TNF alfa em
muitas doencas infecciosas no homem demonstram
que o TNF ala pode ter efeitos benéficos ou noci-
vos em diferentes pacientes infectados pelo mesmo
organismo patogénico. Os efeitos benéficos do
TNF alfa sao geralmente obtidos quando pequenas
quantidades imunologicamente ativas sdo produzi-
das durante os mecanismos de defesa tecidual. Em
contraste, a liberacao sistémica de maiores quan-
tidades de TNF alfa podem determinar a ocorrén-
cia de choque circulatério e injaria tecidual. Tem
sido observadas diferencas interindividuais na pro-
ducdo de TNF alfa por mondcitos sangiiineos isola-
dos de voluntédrios normais e isso pode estar relacio-
nado ao sistema HLA de histocompatibilidade (16).

Como ja foi mencionado, respostas
imunopatogénicas ao M.tb dependem da ativagao
de macréfagos mediada por células T antigeno-es-
pecificas, principais efetores da morte de
micobacterias patogénicas intracelulares. Modelos
de infeccao com patégenos intracelulares tais
como Toxoplasma, Legionella e Leishmania suge-
rem que a ativacdo de macréfagos na morte intra-

celular ocorre pela producao de IFN gama por lin-
focitos CD4 antigeno-especificos (7). Nestas infec-
¢oes, a producao de IFN gama ¢ deficiente e isso
¢ provavelmente relacionado ao processo de doen-
ca (4). O papel protetor do IFN gama como fator
de ativacao de macrofagos na doenga
micobacteriana pode ser claramente demonstrado
em modelos animais de tuberculose nos quais este
mediador inflamatério inibe o crescimento intrace-
lular do M.th em macréfagos (4).

O principal objetivo deste estudo foi desenvol-
ver um modelo experimental no qual fosse possivel
se avaliar a secrecdo de citocinas sob estimulo
especifico. Inicialmente, a viabilidade da cultura
tecidual foi investigada. A marcagao do mRNA de
fibroblastos com 3H uridina mostrou que fragmen-
tos de bidpsia sdo vidveis em cultura até quatro
dias, com 80% dos fibroblastos evidenciando mar-
cacao positiva para o mRNA. Apds esta verifica-
¢ao, investigamos a secrecao do TNF alfa nos frag-
mentos de pele'que haviam sido estimulados pela
tuberculina. Observamos coloragdo positiva em
cada amostra cultivada até 48 horas. TNF alfa foi
reconhecido como um importante mediador deriva-
do de macréfagos em uma variedade de reacoes
patologicas. Alguns componentes do sistema célu-
la imune como os linfécitos T e células natural
killer também tem sido identificadas como produ-
tores de TNF alfa mas mondécitos e macrofagos sdo
a principal fonte desta citocina (20, 21). Admite-se
que os macrofagos necessitam de estagio prévio de
ativacao antes de se iniciar a producdao de TNF
alfa. Nesta ctapa preliminar BCG e IFN gama (20)
representam este estimulo inicial. Ap6s estimula-
cdo antigénica, as células T produzem e secretam
IFN egama e outras linfocinas tais como interleucina
2 que ira ativar monaécitos ¢ macrofagos que, por
sua vez, irdo produzir e liberar TNF alfa (4, 5, 6).

Neste modelo experimental que desenvolve-
mos, a secrecao de TNF alfa foi identificada em
todas as amostras examinadas. Considerando que
os pacientes relatavam histéria prévia de tubercu-
lose, a administracdo intradérmica de tuberculina
promoveu a resposta classica de hipersensibilida-
de retardada na qual a secrecao de TNF alfa foi
verificada.

Células T helper sao divididas em duas
subpopulacoes de acordo com o perfil de citocinas
secretadas: células Th 1 que secretam interleucina
2 (IL2) e IFN gama e atuam nas reacdes de hi-
persensibilidade retardada e células Th 2 que
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secretam IL4, IL5 e IL10 (4, 5, 7, 17, 18). Estas duas
subpopulacoes de células T helper aparentemente
tem papéis diferentes na resisténcia adquirida a in-
feccdo. Células Th 1 promovem a imunidade celu-
lar aos parasitos intracelulares secretando IFN
gama que é um potente ativador de macrofagos e
as células Th 2 determinam a formacao de anticor-
pos e a imunidade humoral.

Espera-se que o padrao Th 1 seja identificado em
doencas nas quais se observa reagoes de hipersen-
sibilidade retardada e formacdo de granulomas
como a tuberculose (17). IFN gama secretado pe-
las células Th 1 protege camundongos de infecgoes
letais contra o parasita intracelular Leishmania
donovani e a injecdo de anticorpos anti-IFN gama
reduz a resisténcia dos camundongos a infecgdo
pela Leishmania major (17).

Por outro lado, a secrecdo de IL4 pelas células
Th 2 tem efeito adverso na protecao contra a infec-
cio por Leishmania desde que anticorpos anti IL4
podem curar camundongos infectados com este
parasita intracelular (17). IL4 parece inibir a ativi-
dade de macréfagos induzida pelo IFN gama ¢
favorecer a proliferacdo de células Th 2. A verifi-
cacao de ativacdo policlonal extensa e a ativacao
especifica de células B em infecgoes
micobacterianas experimentais e humanas parece
sugerir que fatores de estimulacdo de células B
tais como IL4 podem estar associado com a redu-
cio da resisténcia a infeccdo pelas micobactérias
(7). Assim, em infeccdes com organismos intrace-
lulares, células Th1 se correlacionam com
fenétipos resistentes enquanto células Th2 se
correlacionam com suscetibilidade a infeccao.

Micobactérias sdao organismos intracelulares
obrigatérios e mecanismos similares podem estar
envolvidos no que se refere a infecgbes por
micobactérias e Leishmania nas quais as células Th
1 teriam papel protetor e as ¢élulas Th 2 determi-
nariam respostas prejudiciais. Tais observagoes sao
bastante relevantes quanto a tuberculose no homem
nos pacientes que tem forte evidéncia de resposta
mista Th1 e Th 2. Pacientes podem ter lesoes
necréticas sugestivas de processo mediado por TNF
alfa tendo sido induzido por células Th1. Por outro
lado, células Th 2 podem ser responsaveis pelo
comprometimento de funcdes bactericidas de
macréfagos ativados que sao essenciais para o
desenvolvimento da imunidade ao M.tb.

Admite-se (19) que citocinas Th 1T aumentam a
atividade Th 1 e inibem a atividade Th 2. Assim, a
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resposta Th 1 deveria ser estavel. Ha algumas ex-
plicacdes para a mudanca do padrdo de resposta
Th 1 para o padrao Th 2. Os macréfagos [FN gama-
ativados de pacientes com tuberculose expressam
atividade alfa hidroxilase e convertem a vitamina
D3 - 25 (OH) inativa no derivado ativo calcitriol
1,25 (OH).

Este composto promove a maturagdao de macro-
fagos, aumenta a liberagdo subseqiiente de TNF
alfa por estas células, inibe a producdo de IFN
gama e de IL2 e aumenta a producdo de IL4 e IL5
levando a um desvio do padrdao Th 1 para Th 2 (5,
19). Além disso, IL4, juntamente com outras cito-
cinas, pode também agir como importante fator de
comprometimento da responsividade das células Th
1 has infeccoes, especialmente se secretada em
estagio inicial da resposta imune. Assim, o padrao
Th2 pode estar envolvido na perda da resposta pro-
tetora do hospedeiro e relacionada a patogénese
da tuberculose (18).

Outra possibilidade esta relacionada ao eixo
pituitario-adrenal que estaria comprometido nas in-
feccoes pelo M.th (19). Na tuberculose ha a possi-
bilidade da reducdo na funcao adrenal refletida
pelos baixos niveis de metabdlitos esteréides nas
amostras de urina de 24 horas. Tais pacientes tém
niveis reduzidos de dehidroepiandrosterona
(DHEA). Em pessoas normais, DHEA aumenta a
atividade Th 1 e inibe os efeitos do padrao Th 2. Em
pacientes com tuberculose, portanto, seria verifica-
do um desvio do padrdao Th1 para Th 2 o que acar-
retaria uma queda na contagem de células CD4
habitualmente verificada nestes pacientes (19).

No trabalho que desenvolvemos, obsefvamos a
presenca de padrdo de secrecao TNF alfa que pode
sugerir perfil de ativacao celular Th 1. Esta verifi-
cacao reforga o conceito que células Th1 sao pre-
ferencialmente envolvidas nos mecanismos pato-
génicos relacionados a formacéo de granulomas na
tuberculose (12). Trabalhos futuros devem ser de-
senvolvidos para estudar o efeito de determinadas
drogas na secre¢do de TNF alfa nas reacgbes de
hipersensibilidade retardada. Ja foi demonstrado
que a talidomida reduz a producao de TNF alfa por
macroéfagos alveolares (22) e por mondcitos sangu-
ineos (15) e que isto poderia estar associado com
a reducdo da toxicidade clinica do TNF alfa geral-
mente vista em pacientes com tuberculose. Desta
forma, seria valido avaliar o efeito de drogas como
a talidomida na secrecao de TNF alfa em reacoes
de hipersensibilidade retardada induzidas pela
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tuberculina usando-se modelos
COMO 0 que apresentamos.

experimentais
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