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RESUMO

Introdugdo: a tuberculose pleural tem uma evolucdo benigna, mesmo quando associada a infecgiao pelo HIV. Com o objetivo
de -::nmprm*nder 0s mecanismos imunologicos envolvidos neste lenomeno, nds comparamos as concentracoes de citocinas e
subgrupos de células imunolégicas no liquido e tecido pleural de pacientes com tuberculose pleural com e sem infecgao pelo HIV.
Material e métodos: foram incluidos 42 pacientes com o diagndstico de tuberculose pleural, dos quais 12 infectados pelo HIV. A
andlise imunohistoquimica do tecido pleural foi realizada em 21 pacientes utilizando os seguintes anticorpos monoclonais: anti-
CD4, anti-CD8, anti-delta TCR, anti-perforina e anti-FasL. A concentragao de citocinas (IL-2, IL-4, IL-10, IL-12 e IFN-) foi medida pelo
método ELISA no liquido pleural de 29 pacientes. Resultados: a mediana das proporgoes de células CD8+ e perforina+ foi
superior nos pacientes infectados pelo HIV. A propor¢ao de células CD4+, FasL+ e delta-TCR+ foram semelhantes nos dois grupos.
A IL-4 foi indetectivel em todos os pacientes. Trés de nove pacientes infectados pelo HIV apresentaram uma concentragio de IL-2
superior a 40 pg/ml (p=0,02). Conclusoes: as concentracoes de IFN-, IL-10 e IL-12 foram semelhantes nos dois grupos. A citotoxicidade
mediada pela perforina e a IL-2 parecem ler um papel importante na prote¢iao contra o Mycobacterium tuberculosis nos estadios
iniciais da infecgao pelo HIV. As células CD8+ do tecido pleural podem ser uma fonte alternativa de sintese de IFN- em pacientes
com tuberculose pleural co-infectados pelo HIV.

ABSTRACT

Introduction: pleural tuberculosis (TB) has a benign course whelher associated or not to HIV infection. To understand the
immune mechanisms involved in this phenomenon, we compared cytokine concentrations and subsets of immune cells in the
pleural fluid/tissue from patients with TB pleurisy with and without HIV co-infection. Material and methods: forty-lwo patients
diagnosed with pleural TB were included, twelve of whom were HIV-infected. Immunohistochemical analysis ol pleural tissue was
performed in 21 patients using the following monoclonal antibodies: anti-CD4, anti-CD8, anti-delta TCR, anti-perforin and anti-
FasL. Cytokine (IL-2, IL-4, IL-10, IL-12 and IFN-) concentration was measured by the ELISA method in the pleural fluid of 29 palients.
Results: the median proportions of CD8+ and perforin+ cells were higher in HIV-infected patients. The proportions of CD4+,
FasL+ and delta-TCR+ cells were similar in both groups. IL-4 was undetectable in all patients. Three out of nine HlV-iniected
patients had IL-2 concentration over 40 pg/mL (p=0.02). Conclusion: the concentrations of IFN-, IL-10 and IL-12 were similar in both
groups. Perforin-mediated cylotoxicity and IL-2 may play an important role in protection against Mycobacterium tuberculosis in the
early stages of HIV infection. Pleural CD8+ cells may be an alternative source for IFN- in HIV-infected patients with tuberculosis.

Descritores: citocinas, HIV, Mycobacterium tuberculosis, perforina, pleurite, linfocitos.

Keywords: cytokines, HIV, Mycobacterium tuberculosis, perforin, pleurisy, lymphocytes.
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Introducao

A infeccao pelo Mycobacterium tuberculosis se
apresenta de forma diversa, podendo se manifestar
apenas por prova tuberculinica positiva em individuos
saudaveis, traduzindo uma infecgao latente, até por
doenca disseminada, eventualmente fatal. As diferentes
formas de apresentacao desta infeccio sdo
consequéncia do tipo de resposta imune do hospedeiro.
Atuberculose pleural ¢ um modelo clinico e imunolégico
de resisténcia natural contra a infeccao pelo
Mycobacterium tuberculosis, ja que um nGmero
considerdvel de pacientes pode apresentar regressao
espontanea do derrame pleural.”” Uma resposta imune
local, potente e efetiva foi demonstrada no pleuris
tuberculoso, % sugerindo que a mesma é a responsavel
pela eliminacdo do bacilo.

Em pacientes imunocompeltentes, a secrecao de
IFN-, TNF-, IL-10 e IL-12 esta aumentada no liquido
pleural quando comparada ao sangue, enquanto a IL-2,
IL-4 e IL-5 sao indetectdveis.'** Por esta razio, a
dosagem da concentragao do IFN- no liquido pleural
tem sido proposta como um método alternativo para o
diagndstico da tuberculose pleural.

Em pacientes infectados pelo HIV, a histéria natural
da tuberculose pleural é similar & observada em
individuos soronegativos. ® Entretanto, os mecanismos
imunoreguladores envolvidos neste fendmeno sao mal
conhecidos.

Os mecanismos especificos de defesa contra o M.
tuberculosis constituem um fendbmeno complexo que
envolve uma variedade de células e seus produtos. Entre
estes, linfocitos citotéxicos CD8+ mediados por
perforina/granzima, ' citocinas do tipo Th1 7 e linfécitos
gama-delta+ ® parecem desempenhar um papel
importante. Stenger e colaboradores, ' em elegante
experimento, demonstraram que, in vitro, dois
diferentes tipos de linfécitos citotoxicos (células CD4-
CD8- e células CD4-CD8+) podem lisar macréfagos
ue contem o M. tuberculosis. Enquanto as células CD4-
CD8- utilizam a resposta Fas-FasL, a resposta citotéxica
das células CD4- CD8+ é mediada por mecanismos
granulo-dependentes e resultam em morte do bacilo
intracelular. Um importante componente destes granulos
citotdxicos € a perforina, que promove a lise da célula
alvo através da indugao da formacao de poros.
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Com o objetivo de contribuir para o entendimento
dos mecanismos de protegao envolvidos na resposta
imune de pacientes com tuberculose pleural infectados
pelo HIV, nés comparamos diferentes tipos de células
imunoldgicas no fragmento pleural e a concentracao
de citocinas no liquido pleural de pacientes com
tuberculose pleural com e sem a co-infeccao pelo HIV.

Métodos
Desenho do estudo e pacientes

Foi realizado um estudo transversal entre abril de
1996 e outubro de 1998, no Servico de Clinica Médica
da 72 Enfermaria do Hospital Geral da Santa Casa da
Misericérdia do Rio de Janeiro, que presta atendimento
secundario para a populagio carente do municipio.
Todos os pacientes que obtiveram o diagnéstico final
de tuberculose pleural neste periodo foram incluidos
no estudo, que obteve aprovagao do comité de ética
do Hospital.

Diagndstico da tuberculose

Todos os pacientes foram submetidos a toraco-
centese com bidpsia pleural para fins de diagndstico,
apos assinarem o termo de consentimento informado.
O liquido pleural foi processado para andlises bioquimica
e citolégica e para cultura em meio de Lowenstein-
Jensen. Uma porgao do fragmento tecidual foi fixada
em formol, incluida em parafina, corada pela
hematoxilina-eosina para avaliagao histopatolégica, e
pelo método de Wade para pesquisa de bacilo acido-
dlcool resistente (BAAR). As laminas foram avaliadas
quanto a presenga de granulomas, necrose caseosa,
células gigantes multinucleadas e células epitelidides e
quanto a presenga de BAAR. Outra porcao da bi6psia
foi enviada para cultura para o M. tuberculosis. Os
pacientes com tosse produtiva também foram
submetidos a bacterioscopia e cultura do escarro. De
acordo com os critérios do Ministério da Sadde do
Brasil,"” o diagnés ico final foi o de tuberculose quando
a bacterioscopia do liquido ou do escarro foi positiva,
quando a cultura para o M. tuberculosis no liquido ou
no escarro foi positiva ou ainda quando se evidenciaram
granulomas com ou sem necrose caseosa ao exame
histopatoldgico. De acordo com o Consenso Brasileiro
de Tuberculose (1997), ''" os pacientes com febre por
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mais de duas semanas, que apresentavam um derrame
pleural exudativo com efusao linfocitaria e que
responderam ao tratamento com as drogas tuberculos-
taticas também foram incluidos no estudo e receberam
o diagnéstico de probabilidade de tuberculose pleural.

Sorologia anti-HIV

Todos os pacientes foram submetidos a sorologia
anti-HIV utilizando dois testes de segunda geracao
(ELISA, Abott e Roche). Quando positivo, um teste de
imunofluorescéncia foi realizado para confirmar a
infeccao pelo HIV.

Imunohistoquimica

Uma terceira porgao de tecido pleural foi embebido
em OCT (Tissue Tek, Miles Inc., Elkhart, USA) e estocado
a-70" C. Todos os espécimes foram codificados e fixados
em acetona por 20 minutos. Apds secagem, as laminas
foram coradas pela técnica de imunoperoxidase por
avidina-biotina (Vecstatin Elite, Vector Laboratories,
Burlingame, USA), utilizando os seguintes anticorpos
monoclonais: anti-CD4, anti-CD8, anti-receptor de célula
T delta (-TCR), anti-perforina e anti-FasL. As dilui¢oes e
origem dos anticorpos estao discriminadas na tabela I.
As laminas foram incubadas com anticorpo monoclonal
primario durante uma hora a temperatura ambiente,
exceto para anti-FasL e anti-perforina, que foram incubados
por uma noite a -4° C. Além disso, uma lamina foi usada
como controle negativo da reagao.

As células positivas foram contadas sobre um total
de 300 células por um patologista que desconhecia o
status HIV dos pacientes. As células positivas foram
expressas em percentagem. A relacao CD4/CD8 no
sitio da lesao foi calculada.

Medida da concentracao das citocinas

O liquido pleural foi centrifugado a 2500 rpm e o
sobrenadante foi separado para medir a concentragao
de citocinas. Para a IL-2, IL-4 e I1L-10, foi utilizado um kit
ELISA quantitativo (Biotrak assays, Amersham Life Science,
Buckinghmshire, UK). As concentragoes de IFN- e [L-12
foram medidas por um teste ELISA utilizando anticorpos
monoclonais humanos anti-IL-12 (que reconhece a fracao
p40) e anti IFN- humano (Pharmigen, San Diego, CA).
As amostras foram testadas em duplicata e o valor médio
foi calculado. A sensibilidade dos kits era de 5 pg/ml para
IFN-, IL-2, IL-4 € IL-12 € 0,1 pg/ml para IL-10.

Estatistica

O teste de Wilconxon foi usado para comparar
médias e o teste do qui-quadrado para comparar
proporgoes.
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Resultados

Um total de 42 pacientes recebeu o diagnostico
final de tuberculose pleural no periodo do estudo. A
idade mediana foi de 33 (13-80) anos; 28 pacientes
eram da raca negra e 14 eram brancos. Apenas 5
pacientes eram mulheres, jd que a maior parte dos
pacientes eram provenientes de uma enfermaria
masculina. A prevaléncia da infeccao pelo HIV foi de
29%. Treze dos trinta e sete pacientes do sexo masculino
estavam infectados pelo HIV, enquanto todas as
pacientes do sexo feminino eram soronegativas. A
tuberculose pleural foi a primeira manifestagao da
infeccao pelo HIV em todos os pacientes.

O diagndstico de tuberculose pleural foi baseado
em critério histopatoldgico em 25 pacientes, em cultura
positiva do liquido pleural em 7 pacientes e em critérios
clinicos em 10 pacientes, dos quais 3 estavam infectados
pelo HIV.

A imunohistoquimica foi realizada em espécimes
pleurais de 21 pacientes, dos quais 7 eram soropositivos.
Nos outros pacientes, nao havia fragmento pleural bem
preservado disponivel. A percentagem mediana das
células positivas nos dois grupos esta apresentada na
tabela Il. A mediana da proporgao das células CD8 + e
perforina+ foi significativamente maior nos pacientes
infectados pelo HIV. A relagao CD4/CD8 foi menor no
sitio de doenca nos pacientes HIV+ (1,33 0,52 versus
2,08 0,95, p=0,007). Isto se deveu principalmente
ao aumento das células CD8+. A mediana da
percentagem de células CD4+, FasL+ e -TCR+ foi
similar nos dois grupos.

As células CD8+ estavam presentes principalmente
na periferia dos granulomas, nos dois grupos. Ao
contrario, as células CD4 + estavam dispersas nas lesoes
granulomatosas. Os granulos de perforina estavam
presentes na periferia das células positivas.

O ELISA para as citocinas foi realizado em 29
pacientes, dos quais 9 estavam infectados pelo HIV.
Foram detectados niveis elevados de IL-10, IL-12 e IFN-
, @ as concentracoes medianas foram similares nos dois
grupos (tabela Il1). A concentragao de IL-4 foi inferior
ao nivel de sensibilidade do método (5 pg/ml) em todos
os pacientes. Apenas 3 dos 9 pacientes infectados pelo
HIV, tiveram a concentragao de IL-2 superior a 40 pg/
ml (p=0,002), embora nao houvesse diferenca entre
as concentragoes medianas nos dois grupos (24 pg/ml x
1 pg/ml p=0,25).

Discussao

A tuberculose ainda é um grave problema de Sadde
em todo o mundo™?. No Rio de Janeiro, a tuberculose
pleural é a forma extra-pulmonar mais comum em



pacientes soronegativos, enquanto a adenite tuberculosa
¢ a forma mais comumente associada a infeccao pelo
HIV."" Entretanto, a prevaléncia da infeccao pelo HIV
entre os pacientes com tuberculose pleural foi alta em
outra série do mesmo servico (30%)."

A imunopatogenia da tuberculose ainda nao é
completamente conhecida. O papel das diferentes
células e citocinas foi bem estudado em camundongos
com delegao de genes especificos. Camundongos
deficientes em perforina, granzima e células T gama-
delta+,"" parecem ser capazes de responder
eficientemente ao M. tuberculosis, embora as células
que expressam estas moléculas também contribuam
na resposta protetora.”” Inversamente, camundongos
que apresentam deficiéncia em IFN-7 IL-6"% e |L-
12" apresentam tuberculose disseminada ou letal.
Embora as células CD4 + estejam predominantemente
envolvidas na resposta imune protetora, células gama-
delta e células citotoxicas CD8+ também parecem ter
importante papel complementar. Linfécitos citotoxicos
CD8+ de pulmao de camundongos infectados pelo M.
tuberculosis expressam perforina e lisam macréfagos.!”
Em humanos, o papel dos diferentes subtipos de células
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imunoldgicas e seus produtos é mais dificil de ser
estudado. Os pacientes infectados pelo HIV
representam um modelo de depressao imunoldgica, nos
quais, uma resposta imune alternativa ao M. tuberculosis
parece estar ativa.

No presente estudo, foram avaliados os
diferentes subtipos de células imunoldgicas e as
concentragoes de citocinas no sitio da lesao
tuberculosa em pacientes infectados pelo HIV e
comparamos com pacientes imunocompetentes.
Infelizmente, a carga viral e a contagem de células
CD4 do soro de nossos pacientes nao estavam
disponiveis. No entanto, a tuberculose foi a primeira
e unica manifestagao da infecgao pelo HIV, sugerindo
que eles nao apresentavam uma depressao
imunolégica avangada. A tuberculose pleural ocorre
freqlientemente em pacientes com contagem de
células CD4 no sangue entre 200 e 350 células/
mm3."% Os resultados demonstram que nestes
pacientes, também no sitio da lesao tuberculosa, nao
ha uma diminuigao significativa da contagem de
células CD4+. A reducao da relacao CD4/CD8 se
deveu a infiltracao de células CD8+.

Tabela 1 - Anticorpos monoclonais utilizados para imunohistquimica

Anticorpo Origem Codigo Diluigao
CD4 Becton Dickson Montain View, CA, USA 6320 1:80
CD8 Becton Dickson Montain View, CA, USA ¢ 7350 1:80
TCR-1 T Cell Sciences Cambridge, MA, USA TA2061 1:50
Fasl Pharmigen San Diego, CA, USA 65320C 1:50
Perforina Kamiya Biomedical Co Tukwila, WA, USA MC550 1l
Anticorpo de cabra anti-lgG de camundongo Sigma Immuno
Chemical St. Louis, MO, USA B7401 1:50
Tabela 2 - Valores medianos das percentagens de células positivas no tecido pleural de acordo com o status HIV
Célula HIV+ (n=7) HIV- (n=14) Valor do p IC 95%
CD4+ 41 (23-62) 45 (33-61) 0,55 -18 a 10
CD8+ 35 (30-41) 25 (14-48) 0,01 3a18
TCR+ 7 (0-11) 9 (1-30) 0,40 -11a 4
FaslL+ 7 (2-23) 6 (0-15) 0,71 -5a9
Perforina+ 32 (13-50) 20 (7-34) 0,02 Jaz2f
IC 95%: intervalo de confianga de 95% para as diferengas entre as medianas
Tabela 3 - Valores medianos das concentragoes de citocinas no liquido pleural de acordo com o status HIV
Citocina  HIV + (pg/ml) n=9 HIV- (pg/ml) n=20 Valor do p IC 95%
IFN- 360 (0-1386) 296 (0-1448) 0,88 - 2,78 a 360
IL-2 24 (0-76) 1 (0-24) .25 0 a47
IL-4 Nao detectavel Nao detectavel - -
IL-10 76 (42-118) 67 (4-118) 0,36 - 16 a 36
IL-12 89 (30-256) 90 (0-174) 0,76 -78 a 113
IC 95%: intervalo de confianga de 95% para as diferencas entre as medianas
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Outros autores descreveram que, em pacientes
com tuberculose ganglionar, o nimero de células CD8+
no linfonodo permanece inalterado a despeito do status
HIV. Ao contrério, outros demonstraram que o namero
de células CD4+ nos locais de doenca encontra-se
diminuido em pacientes infectados pelo HIV com
depressao imunologica avangada. 1729

Nossos achados parecem refletir caracteristicas
especificas da histéria natural da infecgao tuberculosa
na Aids em nosso pais. Com efeito, a tuberculose pleural
é uma manifestagao inicial da infec¢ao pelo HIV no
Brasil, enquanto a tuberculose ganglionar ¢ uma
manifestacao mais tardia, ocorrendo em pacientes com
disfungao imunolégica avancada.”" Nos estagios iniciais
da supressao imunolégica, a citotoxicidade mediada por
células CD8+ poderia ser um mecanismo alternativo
para suprir a disfuncao das células CD4 +.

N6s também observamos um aumento na
proporcao de células perforina+ em pacientes com
tuberculose infectados pelo HIV. Esse achado sugere
que a citotoxicidade mediada pela perforina pode
desempenhar um importante papel na resisténcia ao
M. tuberculosis durante os estadios iniciais da infec¢ao
pelo HIV.

Ha poucos trabalhos na literatura avaliando o papel
das citocinas do liquido pleural na resposta imune do
hospedeiro. Barnes e colaboradores” descreveram que
0 RNA mensageiro de IFN-, IL-2 e IL-10 estava
aumentado no liquido pleural e no soro de pacientes
imunocompetentes com tuberculose pleural. Além
disso, a concentracao de IFN- estava aumentada no
liquido pleural, enquanto que IL-2 e citocinas Th2 toram
indetectaveis. O mesmo grupo demonstrou 0 aumento
da concentracao de IL-12 no liquido pleural de pacientes
com tuberculose quando comparada com seus soros
ou com liquidos pleurais de natureza maligna. Em nosso
estudo, confirmamos que as citocinas IFN-, [L-10 e IL-
12 sdo localmente secretadas na tuberculose pleural,
enquanto IL-4 é indetectdvel. Entretanto, em contraste
com o0s achados de Barnes e colaboradores™, a IL-2 foi
detectada em alguns liquidos pleurais de nossos
pacientes, embora em pequenas quantidades. Ademais,
demonstramos que o padrio de produgao destas
citocinas é similar independentemente da co-infecgao
pelo HIV, embora ndao possamos excluir um modesto
aumento nas concentragdes de IL-2 em pacientes
SOropositivos.

O IFN- é secretado por uma variedade de células,
incluindo as CD4+, as células dendriticas CD8+ e as
células destruidoras naturais (NK). O reservatério natural
de IFN- na tuberculose pleural é o linfécito CD4 +."*~
Entretanto, camundongos com deficiéncia de células
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CD4 tém niveis normais de IFN- quatro semanas apos
a infeccao pelo M. tuberculosis, e os linfécitos CD8 +
530 a fonte de IFN- nestes animais.”* No sitio de doenca,
tanto as células CD4+ quanto as células CD8+
sintetizam IFN- nos camundongos. Da mesma forma,
de acordo com os nossos resultados, os linfécitos CD8 +
podem ser os responséveis pela producao de IFN- no
espaco pleural de pacientes infectados pelo HIV.

Em resumo, a secrecao de IFN- e outras citocinas
do tipo Th1 no espaco pleural de pacientes infectados
pelo HIV com tuberculose é comparavel a dos pacientes
imunocompetentes. Os linfécitos CD8+ parecem ter
um papel importante na resisténcia ao M. tuberculosis
durante os estadios iniciais da infecgao pelo HIV, tanto
pela secrecao de interferon, quanto pelos mecanismos
cittéxicos mediados pela perforina. A IL-2 pode ainda
representar um mecanismo protetor alternativo em
pacientes infectados pelo HIV.
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