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RESUMO

PAPEL DE MEDIADORES SOLUVEIS NA RESPOSTA IMUNE EM MODELOS DE
PROTECAO CONTRA O MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS. THEOLIS COSTA BARBOSA.
[INTRODUCAO] A imunoprofilaxia permanece como uma importante ferramenta para o controle da
pandemia tuberculosa. Neste contexto, assume especial importancia o estudo de marcadores que
possam ser correlacionados a protecdo contra a doenga, tornando mais viavel em termos de custo-
beneficio a avaliacio de novas vacinas e imunoterapicos. A deteccdo de mediadores soltiveis
implicados na resposta contra a micobactéria pode revelar potenciais marcadores de protecdo, além
de constituir um método suficientemente simples para aplicacdo em grandes grupos populacionais.
{ESTRATEGIA] N6s escolhemos avaliar a modulagdo de mediadores sollveis em duas situagdes-
modelo identificadas com o desenvolvimento de uma resposta eficaz contra o bacilo na infecgao
humana: a tuberculose pleural, por ser uma forma que apresenta regressdo espontanea dos sintomas,
e a vacinacdo com o bacilo de Calmette-Guérin (BCG), que pode ser relacionada a altos indices de
protegdo pelo menos contra as formas mais graves da doenca. Partindo dos pressupostos de que (1)
0s mecanismos de contencdo do bacilo estimutados nestas duas situagdes estardo também implicados
na resposta a infeccdo primaria, e (2) mediadores que apresentem uma variacdo significativa em
ambos os estudos poderdo ser Uteis para estimar a eficacia de novas estratégias vacinais, nos
avaliamos a evoluc3o do perfil de mediadores sollveis nestes dois modelos de prote¢do contra o M.
tubercufosis. [RESULTADOS] Nos dois estudos foi possivei identificar correlacdes entre os niveis de
citocinas do tipo Thl. A associac30 desta resposta a ativacdo linfocitaria no sitio de infeccdo em
| pacientes com tuberculose pleural, e a potencializacdo da produgdo in vitro de IFN-y apds a re-
vacinacdo com BCG em crian¢as em idade escolar, reforcam a participacdo de uma resposta imune
considerada protetora contra o bacilo em ambas as situagdes-modelo estudadas. Em pacientes com
! tuberculose pleural, niveis diminuidos de IFN-y e TNF-«. foram associados 3 regressdo espontanea dos
| sirtomas e 3 resolucdo da reacao granulomatosa, sugerindo um papel da modulagdo negativa da
resposta anti-micobacteriana na protecdo contra a doenga. Também foi evidenciada nos dois estudos
a correlacdo entre os niveis de TNF-« e IL-10, sugerindo um papel para a IL-10 na modulagao da
resposta imune celular e provavelmente na limitagdo do dano tecidual associado a esta resposta.
[CONCLUSOES| Nosso trabalho reforca a aplicabilidade da investigacio de mediadores sollveis
para a estimativa da eficacia de novas estratégias vacinais, apontando como candidatos de interesse
as citocinas IFN-y, TNF-a. e IL-10, mediadores implicados em nossos estudos na protecdo contra a
infeccao pelo M. tubercufosis.




ABSTRACT

ROLE OF SOLUBLE MEDIATORS OF THE IMMUNE RESPONSE IN MODELS OF
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS INFECTION CONTROL. THEOLIS COSTA BARBOSA.
[INTRODUCTION]| Immunoprophylaxis remains an important tool for tuberculosis control. Special
attention has been given to the study of markers potentially correlated to protection against the
disease, which may be used as endpoints in vaccine trials contributing to lower the cost of evaluation
of new vaccines or immunotherapeutic strategies. Soluble mediators implicated in the immune
response against mycobacteria may be assessed as surrogate markers of protection, using methods
simple enough to allow their application to the study of large populations. [STRATEGY] We decided
to evaluate the modulation of soluble mediators in two model situations associated with the
development of a protective response against the bacillus in human infection: pleural tuberculosis,
because patients with this form of the disease may present spontaneous regression of the symptoms;

and Bacillus of Calmette-Gueérin (BCG) vaccination, which has been demonstrated to protect against '

the most severe forms of the disease. Based on the assumptions that (1) mechanisms of infection
control stimulated in these two situations will also participate in the immune response to primary
infection, and (2) mediators that present measurable variation in both studies may be useful to
estimate the efficacy of new vaccine strategies, we have evaluated the evolution of the profile of
soluble mediators in these two models of protection against M. tuberculosis. [RESULTS] In both
studies we were able to identify correfations between the levels of Thi cytokines. The association of
this response to lymphocyte activation at the site of infection in tuberculous pleurisy patients, and the
magnification of IFN-y /7 vitro response of school-age children after BCG re-vaccination, support the
participation of a putative protective immunity against mycobacteria in both model situations studied.
In tuberculous pleurisy patients, diminished levels of both IFN-y and TNF-u were found to be
associated with spontaneous regression of symptoms and resolution of granulomatous lesions,
suggesting a role for the down-modulation of anti-mycobacterlal response in the protection against
the disease. TNF-« and IL-10 levels were correlated in both studies, suggesting that IL-10 may play a
role in the modulation of the celtular immune response, thereby limiting the extent of tissue damage
associated to it. [CONCLUSIONS] Cur work supports the applicability of the investigation of soluble
mediators to estimate the efficacy of new vaccine strategies, and suggests the cytokines IFN-y, TNF-«

and IL-10, mediators here implicated in the protective response against M. tuberculosis, as putative

surrogate markers of protection.
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1 APRESENTACAO

A tuberculose € hoje a doenga infecciosa responsavel pelo maior numero de
mortes  entre jovens e adultos em todo o mundo [www.who.int/gtb/publications/
factsheet/index.htm]. Historicamente, a tuberculose atingiu indices maximos de
morbidade e mortalidade nos séculos dezessete e dezoito, durante os quais estima-se
que praticamente a totalidade da populagido da Europa Ocidental estava infectada com o
seu agente etioldgico, o Mycobacterium tuberculosis (DANIEL et al, 1994). A doenga
entrou em regressdo com a sobrevivéncia dos hospedeiros mais resistentes, a methoria
das condigdes de vida, os primeiros resultados das medidas de saude publica e o
desenvolvimento de vacinas, e apds o desenvolvimento de antibidticos no inicio da
década de 50 (DANIEL er al/, 1994, ROSEMBERG, 1999; RUFFINO-NETTO, 1999a).
Em poucas décadas, no entanto, a tuberculose voltou a se destacar como problema de
saude mundial, principalmente com o advento da AIDS, o surgimento de cepas
resistentes a multiplas drogas, e o aprofundamento das desigualdades sociais.
Atualmente, cerca de 80% dos casos novos da doenga estdo concentrados em 22 paises,

entre os quais o Brasil figura em décimo quarto lugar (WHO, 2001).

1.1 Medidas de controle da tuberculose

A aparéncia fragil e palida tipica dos doentes de tuberculose era associada ao
intelecto e a sensibilidade na visdo romantica do inicio do século XIX. Apds u
descoberta da natureza infecciosa da doenga, a tuberculose passou a inspirar receio, € as

medidas de prevengdo comegaram pelo isolamento dos doentes (DANIEL ¢/ al, 1994).
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Em alguns paises a doenga foi relacionada a uma vida desregrada, a ignorancia e ao
desleixo, e mesmo a um carater perverso (BRYDER, 1999) O tratamento entdo
consistia na imposi¢do de disciplina severa, boa alimentagdo e exercicios, quer sob
1solamento em sanatorios, quer em locais afastados, onde o doente pudesse se beneficiar
do ar pufo ¢ de um clima ameno (BRYDER, 1999; ROSEMBERG, 1999). A
impoténcia medica face a tuberculose na época refletia-se na fachada do famoso
Andirondake Cottage Sanatorium, fundado por Edward Livingston Trudeau, onde se 1é
o aforismo de Hipocrates: "curar as vezes, aliviar quando possivel, consolar sempre”

(ROSEMBERG, 1999).

Ja no inicio do século XIX era de conhecimento corrente que os doentes
apresentavam sensibilidade diferenciada a tuberculose, € que mesmo pacientes com
doenga grave podiam apresentar cura espontanea dos sintomas. No final do século XIX,
a partir de experiéncias com a inoculagdo de bacilos da tuberculose vivos ou mortos
pelo calor em cobaias, Robert Koch demonstrou a existéncia de imunidade adquirida
apos a infecgdo tuberculosa primaria, capaz de evitar a dissemina¢do da bactéria em
animais inoculados duas vezes por via cutanea. Koch tentou utilizar este extrato, por ele
denominado tuberculina, na imunoterapia de pacientes com tuberculose, sem sucesso.
mais tarde a reagdo a tuberculina seria utilizada como auxiliar no diagnostico da
infec¢do tuberculosa (DANIEL et al/, 1994). Apesar disso. a comunidade cientifica
experimentava uma fase de grande otimismo e expectativa, com os avangos da
bacteriologia e o sucesso da terapia contra a difteria desenvolvida por Emil von
Behring, baseada no uso do soro contra a toxina diftérica (BRYDER, 1999), e de Louis
Pasteur, com o desenvolvimento da vacina de virus atenuado contra a raiva (DANIEL ¢/
al, 1994). Varios grupos empenhavam-se portanto no desenvolvimento de uma vacina
contra a tuberculose, destacando-se os chefiados por Edward Trudeau nc: Estados
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Unidos, Friedrich Friedmann na Alemanha. Henri Spahlinger na Sui¢a e Leon Calmette

e Camille Guérin na Franga (BRYDER, 1999)

1.1 VACINACAO COM O BACILO DE CALMETTE-GUERIN (BCG)

A historia da vacinagdo BCG foi marcada pelo momento socio-economico e
politico da Segunda Guerra Mundial e do Pos-Guerra na Europa. Na Alemanha, em
1937, o trabalho de Friedmann, pesquisador de origem judaica, utilizando a espécie M.
chelonae, de baixa patogenicidade natural em hospedeiros mamiferos, foi embargado
como resultado da crescente onda de nacionalismo e anti-semitismo. A influéncia
politica da Franga junto a UNICEF contribuiu para o reconhecimento da eficacia e
inocuidade da vacinagdo com BCG pela Organizagdo Mundial de Saacde (OMS), que

passou a estimular a sua ampla difusdo (MAES, 1999).

Nem todos os paises implementaram a vacinagdo com BCG como parte de suas
politicas publicas de saude. Introduzida na Alemanha em 1925 a vacina fot
descontinuada em 1931 apos a morte de 72 criangas vacinadas em Libeck, apesar do
reconhecimento por inquerito judicial da contaminagdo acidental do lote de vacina
administrado como causa deste desastre. Considera-se que esta rejeicdo pode também
ter tido um cunho politico, de acordo com a tendéncia nacionalista da Alemanha com a

ascengdo do Nazismo.

Na Inglaterra, a vacinacdo com BCG nio era considerada suticientemente segura
pelo Conselho de Pesquisa Médica Britanico, e as autoridades de saude publica nao
estavam convencidas da eficacia do BCG dadas as falhas estatisticas e a falta de

controles apropriados apontados pelos especialistas britanicos nos estudos conduzidos
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na Escandinavia e na Franca. No entanto, no Pos-Guerra. crescia o numero de casos
diagnosticados pela introdugdo de campanhas de radiografia em massa, bem como o
medo apos a divulgacdo de pesquisas que apontavam maior risco de infecgdo em
enfermeiras trabalhando nos sanatorios. Em 1947, o Ministério da Saude Britdnico
recomendou a realizagdo de estudos para avaliagdo da eficacia da vacinagdo com BCG,
mas ja no inicio da década de 50 a vacinagdo com BCG foi adotada para enfermeiras
britanicas e criangas em idade escolar na Escocia, antes mesmo da obtengdo dos

primeiros resultados destes estudos (BRYDER, 1999),

Nos Estados Unidos predominava uma visdo semelhante a dos especialistas
britanicos quanto a ineficacia e a falta de seguranga da vacinagdo com BCG. Neste pais
varios estudos foram conduzidos para a avaliagdo da vacina, chegando a resultados
divergentes. Os Estados Unidos mantiveram portanto sua posicdo de rejeitar a
implementagdo da Qacina, advogada de maneira especialmente contundente depois que
a Inglaterra endossou o BCG, deixando os Estados Unidos isolado em sua oposi¢io
(BRYDER, 1999). No inicio da década de 50, no entanto, os excelentes resultados da
quimioterapia anti-tuberculosa, inicialmente utilizando a estreptomicina, em 1944, e
posteriormente com o uso da tsoniazida, em 1952 (DANIEL ¢/ a/, 1994), geraram um
grande otimismo por parte das autoridades de saude publica. que passaram entdo a
enfatizar a detecgdo precoce dos casos, atraveés do teste tuberculinico, e a utilizagdo da

quimioterapia (BRYDER, 1999).

Apos a década de 1950 foram conduzidos os principais estudos em grande cscala
para avaliar a prote¢do conferida pela vacinagao BCG (BLOOM & FINE, 1994).
Destacam-se o realizado em Chingleput, na India, com a participacio de mais de setenta
mil individuos (Tuberculosis Prevention Trial, 1979; Tuberculosis Research Centre,

1999), e o do Norte do Malawi, na Africa, onde foi levada em consideracio a
13



manutengdo da cadeia fria na eficacia da vacina (Karonga Prevention Tnal Group,
1996), ambos indicando prote¢do nula conferida pelo BCG contra a tuberculose
pulmonar. Outros estudos demonstraram elevada eficacia da vacinagdo BCG (FINE &
RODRIGUES, 1990, COLDITZ et al, 1994, COMSTOCK, 1994). Fatores apontados
para justificar as discrepancias entre os estudos incluem o uso de diferentes cepas
vacinais, mas condi¢des de estocagem da vacina, diferengas genéticas entre as
populagbes estudadas, vieses de coleta dos dados, e a exposi¢cdo diferenciada
geograficamente a micobactérias ambientais. Esta poderia conferir prote¢do "natural”
contra a doenga, a qual nio estaria sendo amplificada pela administragdo do BCG
(COLDITZ et al, 1994, FINE, 1995). Estes resultados, no contexto das divergéncias ja
existentes entre os especialistas quanto a utilidade da vacina, contribuiram ainda mais
para as diferengas entre os paises quanto a administragao do BCG e esquemas vacinais a
serem implementados em suas politicas publicas (FINE & RODRIGUES, 1990).
Mesmo alguns paises onde os estudos nacionais apontaram etficacia significativa da
vacinagdo BCG contra a tuberculose decidiram por sua descontinuagdo, devido a queda
do numero de casos da doenga em seu territdrio, em contraste com a frequéncia
esperada de linfadenites e outras complicagdes decorrentes da administragao da vacina
(FINE & RODRIGUES, 1990; ROMANUS er a/, 1992; COHN. 1997). Atualmente, os
Estados Unidos e alguns paises Europeus recomendam a vacinagdo BCG apenas em

grupos de alto-risco (Karonga Prevention Trial Group, 1996, TRNKA er a/, 1998).

No Brasil, a vacinagdo € obngatoéria para os menores de um ano desde 1976,
sendo administrada preferencialmente logo apos o nascimento (SOARES er a/, 1994). A
cepa utilizada é a Moreau - Rio de Janeiro, mantida sob o sistema de lote semente no
Statens Serum Institut de Copenhagen, encaminhada e distribuida periodicamente
através dos laboratorios da Fundagdo Ataulpho de Paiva e do Instit.'o Butantan
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(FUNASA, 1998b). Os estudos nacionais que procuraram avaliar a eficacia da vacina
sdo poucos, € apontam um papel protetor contra a meningite tuberculosa em criangas ate
cinco anos de idade (CAMARGOS er a/, 1988; WUNSCH FILHO er a/, 1990). A
frequéncia de reagdes adversas em um estudo realizado em 1983 foi de 0,04%
(FUNAS{\,' 1998b). Esta em curso um estudo para avaliagdo da eficacia da segunda
dose de BCG em escolares frequentando a rede publica de ensino, nas cidades de
Salvador e Manaus (www.liv.ac.uk/Istm/ihm2-con html; BIERRENBACH e7 a/, 2001).
No contexto desta avaliagdo, Dourado e colaboradores observaram 1 caso de reagdo
adversa a vacina BCG a cada 2.854 doses administradas, sendo maior o risco entre
criangas que apresentavam cicatriz sugestiva de vacinagdo prévia (Susan M. Pereira,
comunicagio pessoal). A recomendagdo da Fundagdo Nacional de Saude (FUNASA)
atualmente € de que criangas em idade escolar e trabalhadores da area de saude expostos
ao risco de contrair tuberculose sejam revacinados, € que recém-nascidos € criangas
soro-positivas para o HIV ou fithos de mae soropositiva sejam vacinados desde que nao
apresentem sintomas de imuno-deficiéncia (febre prolongada. diarréia cronica, perda de

peso importante, sudorese noturna, astenia e adenomegalia) (PENNA er a/, 2000).

.12 DETECCAO PRECOCE DOS CASOS ATRAVES DO TESTE
TUBERCULINICO

A possibilidade de se detectar precocemente a infec¢ao tuberculosa na auséncia de
sintomas foi preconizada inicialmente por Koch, a partir de seus trabalhos
demonstrando a indugdo de uma reag3o de hipersensibilidade tardia por inoculagio
cutdnea da tuberculina em cobaias infectadas experimentalmente e em pacientes

tuberculosos (DANIEL er al, 1994). O teste tuberculinico cutaneo foi substituido
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posteriormente pela inoculag@o intradérmica, introduzida simultaneamente por Mendel
e Mantoux, que permitia a administragdo de uma quantidade exata de extrato com o
auxilio de uma seringa. Florence Seibert estabeleceu o metodo de purificagdo e
avalia¢do da tuberculina, de forma a padronizar a composigao e a atividade biologica do
preparado para a realizagdo dos testes cutdneos. O Derivado Proteico Purificado
produzido foi recomendado como padrdo internacional em 1951 pela OMS (PPD-S,
"standard"). Uma porgdo deste lote de referéncia (Lote 49608) ¢ mantido no Statens
Serum Institut (Copenhague, Dinamarca), sendo distribuido para a realizagdo de ensaios
de atividade biologica para calibragio de lotes de PPD produzidos com fins comerciais.
A unidade internacional de tuberculina € definida como a atividade biologica contida

em 0.000028 mg da preparagdo padrao 49608 em cobaias (RIEDER, 1999).

Em 1955 o Statens Serum Institut, a pedido da OMS, desenvolveu um lote para
uso internacional onde foi incluido o detergente Tween-80 como agente estabilizador,
resultando o PPD RT 23, de maior poténcia em seres humanos do que o PPD-S. A dose
para utilizagdo destas preparagdes de PPD foi estabelecida em estudos comparativos da
resposta ao teste cutaneo em individuos expostos e pacientes versus individuos ndo-
expostos, chegando-se as doses-padrao de 0.1 mg de PPD-S S TU (Unidades
Tuberculinicas) ¢ 0.1 mg de PPD RT 23 2 TU para discriminagdo otima entre

individuos infectados e controles (RIEDER, 1999).

O teste tuberculinico tem custo elevado, ndo apenas relacionado a aquisi¢do do
reagente, mas tambem devido ao seu armazenamento obrigatoriamente ao abrigo da luz
e do calor, e & sua validade curta. A administragdo correta e a leitura requerem
treinamento e habilidade técnica para a padronizagdo do resultado do procedimento

(ENARSON e¢r al, 2000).
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A positividade ao teste tuberculinico pode estar presente em individuos nio
expostos a infecgdo tuberculosa. Individuos vacinados com BCG tornam-se responsivos
ao PPD, sendo as taxas de conversdo dependentes da populagio considerada, da dose de
vacina, da cepa vacinal e da via de administragdo utilizadas (de ALMEIDA et al, 1973,
de PADUA DIAS & HAYASHI, 1978, MENZIES, 2000; COKER & van
WEEZENBEEK. 2001). Porém, a intensidade da reagdo induzida pela vacinagdo BCG
ndo ¢ estavel, diminuindo e até desaparecendo com o tempo apds a vacinagio,
principalmente em individuos vacinados no periodo neonatal (BAILY er af, 1980,
MENZIES, 2000). Aigumas infec¢des parecem afetar a responsividade ao PPD. como
no caso do sarampo, que diminui a reatividade ao teste tuberculinico (RIEDER, 1999).
Por outro lado, a exposi¢do a micobactérias ambientais, ndo patogénicas ou de baixa
patogenicidade, pode induzir responstvidade ao teste tuberculinico (RIEDER, 1999). A
intensidade da resposta a sensitinas de micobactérias ndo tuberculosas foi relacionada a
proximidade filogenética das espécies prevalentes ao M. bovis atenuado vacinal em uma
populagdo vacinada com BCG (BIERRENBACH er al/, 2001). Esta observagdo ¢
interessante no contexto da associagio entre eficacia vacinal e regides geograficas, uma
vez que o género Mycobacterium apresenta 92 espécies reconhecidas (EUZEBY, 2001),
com ampla distribuigdo geografica, diversidade de habitats (agua, solo, pele,
hospedeiros  vertebrados) e variadas relagdes com  outros  organismos
(GANGARDHARAM & JENKINS, 1997), incluindo mais de 20 espécies com variados

graus de patogenicidade para o homem (CDC, 1985; SATO, 1999).

Alguns pacientes sdo persistentemente anérgicos ao teste tuberculinico. Estes
casos frequentemente estdo associados a um mau prognostico (BOUSSIOTIS er o/,
2000). Por outro lado, nem todos os individuos vacinados com BCG, em situagdo de
risco elevado de infeccdo, ou em contato com antigenos do bac.'s apresentam
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positividade ao PPD, o que pode indicar quer uma anergia por fatores inerentes ao
individuo testado, quer uma dissociagdo entre infecgdo com o M. ruberculosis, resposta
protetora contra o bacilo ou responsividade a antigenos micobacterianos e

intradermorreacdo a tuberculina.

Finalmente, alguns autores sugerem que a positividade ao teste tuberculinico em
individuos assintomaticos pode refletir ndo uma infecgdo latente, mas uma resposta
persistente de memoria adquirida apos a resolugdo da infecgdo primaria com a

eliminagdo completa do bacilo (ORME, 2001a).

No Brasil, o teste tuberculinico ¢ considerado auxiliar no diagnostico da infecgdo
tuberculosa em individuos nd3o vacinados, ja que a vacinagdo com BCG induz a
reatividade a tuberculina, e considerando-se o elevado custo do teste tuberculinico. O
diagnostico no pais enfatiza a historia clinico-epidemiologica, a baciloscopia direta do
escarro e outras secregdes corporais, a cultura do bacilo a partir destes especimens para
os pacientes com suspeita clinica persistentemente negativos a baciloscopia, € os

achados radiograficos (PENNA et al, 2000).

113 TRATAMENTO DOS PACIENTES E QUIMIOPROFILAXIA PARA
REATORES A TUBERCULINA E COMUNICANTES

O tratamento dos pacientes tuberculosos tem efeito importante no controle da
doenca enquanto medida de saude publica. O nsco da transmissdo do bacilo a
comunicantes do caso indice esta relacionado a proximidade das relagdes pessoais e a
positividade do escarro (RIEDER, 1999). O tratamento possibilita a negativa¢do do
escarro em poucas semanas, desta forma diminuindo a transmissio do bacilo (RIEDER,

1999) Alguns paises industrializados baseiam portanto suas politicas de controle da
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tuberculose apenas na detecg¢do precoce e tratamento dos pacientes tuberculosos
(EFFEREN, 1999), realizando a busca ativa de casos novos atraves do teste
tuberculinico em imigrantes e populagdes de risco, excluindo a vacinagdo com BCG
para evitar reagdo inespecifica ao PPD, adotando amplamente a quimioprofilaxia de
individuos PPD positivos e comunicantes de pacientes com tuberculose e realizando

uma estreita vigildncia epidemiologica (COKER & van WEEZENBEEK, 2001).

Também a estrategia de prevengdo recomendada pela Organizagdo Mundial de
Saude desde 1994 enfatiza (1) a detecg@o de casos novos, ressaltando o engajamento das
autoridades publicas no combate a tuberculose; (2) a garantia do tratamento regular pelo
sistema de saude, com atengdo a provisdo de medicamentos anti-tuberculosos; (3) a
administragdo supervisionada das drogas pelo menos no inicio do tratamento,
principalmente para os pacientes em uso de rifampicina, e (4) a implementagdo e
manutengdo de um sistema de registro e notificagdo de casos da doenga para controle

epidemiologico (AIT-KHALED & ENARSON, 1999; BLEED et af, 2000).

Estima-se que em populagdes micobacterianas contendo entre 10° e 10* bactérias
(tipicas em doentes com tuberculose pulmonar com cavitagdo), sejam sempre
encontrados bacilos naturalmente resistentes a uma droga anti-tuberculosa. A
monoterapia nestes casos seleciona os mutantes resistentes originando uma cepa
resistente a droga (resisténcia secundaria). Bacilos multi-resistentes podem se originar a
partir de eventos de selegdo posteriores, segundo o mesmo principio. Pacientes sem
historico prévio de tratamento anti-tuberculose podem apresentar o fenémeno de
resisténcia/multi-resisténcia, se foram infectados com uma cepa resistente (resisténcia

primaria) (AIT-KHALED & ENARSON, 1999).
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A resisténcia esta associada a mutagdes pontuais, delegdes e insergues em genes
que codificam quer o alvo da droga, quer as enzimas envolvidas na sua ativagdo. A
resisténcia a cada droga pode ser vinculada a um evento genético particular; portanto, o
fenotipo de multi-resisténcia esta associado a aquisigdo sequencial de mutagdes em
diferenteg loci. Em algumas situagSes pode ocorrer resisténcia cruzada a drogas
quimicamente semelhantes, como por exemplo a rifampicina e seus derivados, ou com o
mesmo alvo na célula bacteriana, como no caso de algumas mutagdes que conferem
resisténcia simultdnea a isoniazida e & etionamida (SOMOSKOVI ¢r al/, 2001). Para
evitar o aparecimento de resisténcia, a terapia atual consiste em combinagdes entre os
antibioticos rifampicina (R), isoniazida (H), pirazinamida (Z), etambutol (E),
estreptomicina (S) e etionamida (Et), administrados no periodo de seis meses a um ano
a depender da forma de tuberculose, da positividade ao HIV e da historia da doenga
(primeiro tratamento, recidiva/abandono ou falha terapéutica prévia) (PENNA ¢s al.
2000). Qutras drogas podem ser adicionadas de forma complementar, especialmente em
doentes cronicos com historia de falha terapéutica (AIT-KHALED & ENARSON,
1999). Individuos positivos ao teste tuberculinico em paises industrializados como o0s
Estados Unidos sdo tratados em regime profilatico por dois meses com isoniazidy

(COKER & van WEEZENBEEK, 2001).

Os efeitos colaterais das drogas anti-tuberculosas sdao graves, e incluem reagoes
desagradaveis para o paciente que podem induzir uma sensagdo de falta de melhora ¢
frequentemente levam ao abandono do tratamento. Entre estas reagdes desagradaveis
estio tremores, disturbios mentais e incoordenagdo motora (isoniazida), prurido.
anorexia, nauseas, vomitos, mal-estar abdominal e diarréia (rifampicina). O tratamento
com rifampicina pode também induzir febre calafrios, cefaléia, tonturas, e dores
musculo-esqueléticas apos trés meses de tratamento, especialmente em pacientes que
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tomam a droga irregularmente. Pacientes tratados com isoniazida, rifampicina ou
pirazinamida podem desenvolver hepatite, por vezes fatal. A associagdo destas drogas
tem efeito aditivo sobre sua hepatotoxicidade (LIBBS Farmaceutica LTDA, 2000). O
risco de hepatite associada a isoniazida também aumenta com a idade (MURRAY,

1994) e a ingestdo de alcool (LIBBS Farmacéutica LTDA, 2000)

O uso da terapia supervisionada de curta duragdo ("Directly Observed Therapy
Short-course", DOTS) permite encurtar o tempo de tratamento com a associa¢do de
rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol por 2 meses e manuten¢io de
rifampicina e isoniazida por mais 4 meses (FARMER, 2001). O supervisionamento da
administra¢do diminui as taxas de abandono e o menor tempo de tratamento permite a
diminuigao do custo, em comparag¢do com o "Esquema [" usado internacionalmente (-2
meses de rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol seguidos por 3-8 meses de
tioacetona associada a pirazinamida) (ENARSON er a/, 2000). A estratégia DOTS deve
ser aplicada apenas em pacientes que nunca receberam tratamento prévio contra a
tuberculose, com vigilancia estrita da susceptibilidade as drogas utilizadas no
tratamento (FARMER, 2001). A implementagdo desta terapia vem sendo acompanhada
pela OMS especialmente nos paises em desenvolvimento e sub-desenvolvidos que

apresentam os maiores indices de prevaléncia da doenga (RUFFINO-NETTO, 1999a).

No Brasil, o Esquema 1. indicado para casos novos de todas as formas de
tuberculose exceto a meningite, consiste na administragdo de ritampicina, isoniazida e
pirazinamida por 2 meses, mantendo a associag¢do rifampicina e isoniazida por mais 4
meses. Recidivantes e pacientes que abandonaram o tratamento recebem o mesmo
esquema refor¢ado com a administra¢do de etambutol. tanto na fase inicial como na fase
posterior de manuten¢cdo (PENNA er a/, 2000). Apesar de atuar apenas como

bacteriostatico o etambutol tem efeito na prevengdo do aparecimento de resisténcia
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(AIT-KHALED & ENARSON, 1999). A Fundagdo Nacional de Saide (FUNASA),
através da Central de Medicamentos (CEME), fornece gratuitamente todo o tratamento
A previsdo da quantidade necessaria de drogas ¢ feita pelo Ministério da Saude € o
controle da qualidade é de responsibilidade do Instituto Nacional de Controle de
Qualidadt_e em Saude (INCQS) / Fundagdo Oswado Cruz (FIOCRUZ) (NATAL et a/,
1999b). Em 1998, foi iniciada a implantagdo do atual Plano Nacional de Controle da
Tuberculose (PNCT), que prevé, entre outros, a realizagdo de baciloscopia em todos os
sintomaticos respiratorios € comunicantes, assegurar o provisionamento das drogas,
implementar gradualmente o tratamento supervisionado, vigiar o aparecimento de
resisténcia as drogas anti-tuberculosas e manter um sistema de informagdo adequado
incluindo todas as doengas de comunicagdo compulsoria, seguindo as diretrizes da OMS

(RUFFINO-NETTO, 1999 a,b).

1.2 Problemas enfrentados no controle da tuberculose

121 DESIGUALDADES SOCIAIS E POLITICAS PUBLICAS

A associagdo entre pobreza e (falta de) saude em relagdo a doengas infecciosas ¢
bem conhecida (WEISS & ADDINGTON, 1998). No caso da tuberculose, sabe-se que o
risco de infec¢do tuberculosa aumenta com a densidade populacional Portanto, as
condi¢des precarias de moradia frequentemente associadas a pobreza, as instituigdes
carcerarias, a populagdes refugiadas ou deslocadas aumentam a transmissibilidade do
bacilo (AIT-KHALED & ENARSON, 1999). A desnutrigdo também tem influéncia na
evolucdo da infec¢do tuberculosa. Em um estudo retrospectivo, Shirai e colaboradores

(SHIRAI ¢r al, 1990) observaram pior estado nutricional (com base na determinagao de




proteina sérica total, albumina, colesterol sérico total e hemoglobina) em pacientes com
tuberculose pulmonar ativa que evoluiram para obito do que em pacientes liberados do
hospital com melhora clinica apos a quimioterapia. Alguns estudos tém sido realizados
no modelo murino procurando evidenciar aspectos da resposta imune celular contra a
infecgéo n_1icobacteriana que sdo afetados pela deficiéncia de nutrientes especificos
(DAL er al. 1998). Neste aspecto, Chan e colaboradores (CHAN ef al, 1996)
demonstraram que camundongos infectados com M. tuberculosis sob dieta hipoproteica
apresentam granulomas desorganizados com necrose caseosa central, o que esta
associado a diminuigdo da produgio inicial de citocinas e da detecgdo de oxido nitrico a
nivel sistémico em comparagdo com camundongos infectados sob uma dieta balanceada

de nutrientes.

Alguns autores sugerem que a incidéncia de infecgdo tuberculosa reflete de certo
modo a qualidade da infra-estrutura publica de saude (HORWITCH, 2000) e o
investimento dos governos no bem-estar social (Lee W. Riley, 1° Curso Nacional de
Epidemiologia Molecular em Doengas Infecciosas Emergentes da FIOCRUZ-BA).
Neste contexto. Rieder menciona que o tnico fator que coincide com o inicio do
declinio da prevaléncia da tuberculose apos 1992 nos Estados Unidos foi o
estabelecimento de um financiamento adequado para o controle da tuberculose
(RIEDER, 1999). Por outro lado, a deterioragdo das condi¢des sOcio-econdomicas nas
cidades do intertor do mesmo pais mostra uma associagdo com o aumento da
mortalidade infantil e da incidéncia de doencas sujeitas a notifica¢do, incluindo a
tuberculose (WEISS & ADDINGTON., 1998). No México, o Estado de Chiapas, um dos
estados com maior grau de pobreza e limitagdo de recursos de saude, a taxa anual de
incidéncia de tuberculose pulmonar € quase o dobro da observada a nivel nacional

(SANCHEZ-PEREZ ¢r al, 2001). Alguns autores criticam porta. ‘o a énfase dada ao

28




suprimento das drogas em programas de ajuda internacionais para 0S paises mais
pobres, sem um desenvolvimento em paralelo da infra-estrutura de assisténcia e de

programas de combate a pobreza (KVALE, 2001).

122 TOLERANCIA AO TRATAMENTO. ABANDONO E MULTI-
RESISTENCIA

Os efeitos colaterais das drogas e a longa duragdo do tratamento em comparagio
com o periodo de melhora dos sintomas sdo fatores que dificultam a adesdo ao
tratamento anti-tuberculose e/ou seu seguimento correto at¢ o final do periodo
recomendado. O abandono do tratamento apos iniciada a administragdo das drogas pode
colaborar para o aparecimento de multi-resisténcia, pois os bacilos com menor
susceptibilidade inicial (em portadores de resisténcia primaria a uma ou mais drogas
utilizadas) podem ser eliminados mais tardiamente do que os bacilos completamente
susceptiveis. Por outro lado, o uso da estratégia DOTS em pacientes infectados com
cepas resistentes a isoniazida e/ou rifampicina, como resultado por exemplo da falta de
realizagdo de testes de susceptibilidade a drogas e/ou da aplicagao irretletida de politicas
de saude segundo procedimentos inflexiveis, pode resultar em um efeito amplificador da
terapia de curta duragdo no desenvolvimento de multi-resisténcia/pan-resisténcia as
drogas anti-tuberculosas. Isto porque neste esquema terapéutico a administragdo de
rifampicina e isoniazida somada a pirazinamida e etambutol ¢ mantida por apenas dois
meses, a seguir aos quais a associagdo RH permanece como unico tratamento por mais
uatro meses, o que pode levar ao aparecimento de cepas resistentes as quatro drogas

anti-tuberculosas de primeira linha apds uma unica falha terapéutica (FARMER, 2001).



Elevadas taxas de abandono do tratamento comprometem o controle da doenga ao
manter o bacilo na comunidade, e contribuem para a disseminagdo dos bacilos
resistentes (NATAL er al. 1999b). Alguns paises prevéem a possibilidade de detengédo
para forgar a aderéncia ao tratamento, ja praticada por exemplo nos Estados Unidos na
metade do século XX e recentemente na década de 90 (na cidade de Nova lorque, dado
o pico observado do numero de casos de infec¢do e resisténcia a antibioticos), bem
como desde 1984 na Inglaterra (COKER. 2001). As questdes €ticas ao se determinar s¢
ha precedéncia dos direitos individuais dos pacientes face ao potencial risco para a
saude publica sdo particularmente dificeis de serem abordadas. considerando-se (1) as
lacunas no conhecimento atual sobre o potencial infeccioso relacionado ao individuo
isolado, bem como sobre a viruléncia das cepas e a susceptibilidade dos hospedeiros
face a doenga; (2) o fato de que as populagdes mais provavelmente afetadas sdo também
as menos favorecidas socialmente; e (3) que as garantias de maior sucesso com a adogdo

de medidas coercivas sdo discutiveis (COKER, 2001; DOYAL, 200t1).

1.2.3 MOVIMENTOS POPULACIONAIS

Estima-se que apenas 5% dos 7.5 2 8 milhdes de casos novos anuais atualmente
esperados de tuberculose ocorram nos paises industrializados (RIEDER, 1999). As
perspectivas atuais sao de um continuo declinio do niamero de casos de tuberculose nos
paises industrializados, e uma tendéncia ao crescimento ainda maior do nimero de
casos nos paises de baixa renda per capita atualmente com elevada incidéncia da
doenga, a exemplo dos paises da Africa sub-Saariana (RIEDER, 1999). Entre estes
extremos, varios paises em desenvolvimento apresentam elevados indices da doenga, e

variadas estimativas de evolucdo entre ascendentes, estaveis ou decrescentes, conforme
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as politicas de saude adotadas vdo se mostrando insuficientes ou em ajuste para o

controle da tuberculose (BLEED e¢r a/, 2000).

Neste cenario torna-se importante nos paises industrializados a proporgdo de casos
entre imigrantes que desenvolvem a doenga em seu territorio. Grande parte dos
imigrantes nos paises industrializados € proveniente de paises com elevada incidéncia
de tuberculose, e os casos da doenga entre eles seriam resultantes da infec¢do em seus
paises de origem (RAVIGLIONE e¢f al, 2001). Hayward e colaboradores (HAYWARD
et al, 2000) mostram que aproximadamente metade dos casos de falha terapéutica
documentados na Inglaterra e no Pais de Gales entre 1993 e 1994 ocorreram entre
imigrantes que ou foram contaminados com uma cepa resistente a drogas em seu pais de
origem ou ja tinham sido tratados de forma insuficiente contra infec¢do tuberculosa
antes de entrarem na Inglaterra. O problema € agravado pelo fato de muitos imigrantes
apresentarem-se em situagdo ilegal de entrada nestes paises, sem acesso a assisténcia
médica e sem o conhecimento das autoridades de saude. Mesmo entre os imigrantes em
situagdo regular a detecgdo de casos de tuberculose pode ser dificultada pelo carater
estigmatizante da obrigatoriedade do teste tuberculinico, e pelo uso da vacinagao BCG
em seus paises de origem. Nestes individuos, a imposicdo da quimioprofilaxia
representa dificuldades éticas ainda maiores. ja que (1) os individuos ndo apresentam
doenga ativa e o risco de desenvolvimento de tuberculose em geral € relativamente
baixo, caindo muito alguns anos apds a ocorréncia da infec¢do primaria, (2) o
tratamento praticado (administragdo de isoniazida por dois meses) apresenta efeitos
colaterais importantes e ndo ha estudos suficientes sobre a sua eficacia. e (3) parte
importante dos casos detectados entre imigrantes foi infectada com cepas resistentes a
isoniazida. Por outro lado, o uso de medidas coercivas torna os individuos-alvo
propensos a tentarem se esquivar do screening, e a agressivida'e das drogas utilizadas,
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combinada com a auséncia de sintomas e o baixo nivel médio de escolaridade neste
grupo, facilita o abandono do tratamento ¢ consequentemente contribui para ©

surgimento de cepas resistentes (COKER & van WEEZENBEEK. 2001).

1.2.4 PROBLEMAS NACIONAIS

No Brasil, a média do percentual de abandono do tratamento manteve-se em torno
de 14% de 1977 a 1997 (RUFFINO-NETTO, 1999b). Em um estudo no Rio de Janeiro,
entre os fatores de risco associados ao abandono do tratamento foram encontrados o
baixo nivel de escolaridade, a falta de estrutura¢do familiar, a auséncia de trabalho
fixo/vinculo empregaticio que permitisse direitos trabalhistas, entre eles assisténcia
médica, a utilizagdo diaria e em grande quantidade de bebidas alcoolicas, o relato pelo
paciente de desconhecimento da sua doenga e de falta de melhora clinica, e a rejeigdo
pelo paciente do servigo de satde por insatisfagdo com o seu atendimento. Cerca de
80% dos casos de abandono ocorrem até o final do segundo més de tratamento, quando
0s sinais e sintomas respiratorios desaparecem na maioria dos doentes (NATAL er al,
1999a). No pais, entre fatores de gravidade do quadro clinico e reagdes adversas as
drogas vtilizadas no tratamento, a hospitalizagio do doente também ¢ indicada em
"casos sociais", ou seja, auséncia de residéncia fixa e grupos com "maior possibilidade
de abandono do tratamento”, especialmente para individuos em retratamento ou talha do
Esquema I . Nao raro, no entanto, o profissional de saude € solicitado pelo doente ou
seus familiares para a manutengdo do internamento, dadas as condigdes de alimentagio
¢ assisténcia fornecidas no hospital (Dra. Tatiana Galvao, Hospital Octavio Mangabeira,

comunicagdo pessoal).




Também contribuem para a ineficacia e abandono do tratamento da tuberculose no
Brasil dificuldades inerentes aos servicos de saude disponivels para a populagdo e
problemas de gerenciamento da saude publica. Em 1997 a OMS noticiou em sua
homepage que o desmantelamento da Campanha Nacional Contra a Tuberculose
durante 0 governo do Presidente Fernando Collor de Mello levou ao colapso da
estrutura entdo responsavel pelo atendimento e suprimento de medicamentos as
comunidades no Brasil, e também enfatizou a tendéncia de aumento do numero de casos
no pais, contrapondo que "entre todos os problemas da pobreza, ¢ facil para os
administradores perder qualquer senso de urgéncia em se tratando de doencgas antigas,
de progressio lenta como a tuberculose” (www who.int/gtb/ publications/tbrep
97/countries/brazil htm). No mesmo ano o pais chegou a experimentar a falta de
medicamentos contra a tuberculose em praticamente todos os Estados, pelo ndo
atendimento da programagdo feita pela Coordenagdo Nacional de Pneumologia
Sanitaria por parte do Ministério da Saude (RUFFINO-NETTO, 1999b). Por outro lado,
denuncias de capsulas sem a droga ativa nos Estados do Rio de Janeiro e Sido Paulo
puseram em questdo a eficacia do controle de qualidade da medicagdo fornecida

(NATAL er al, 1999b).

O tratamento em principio deveria ser fornecido e acompanhado em Postos de
Saude proximos a residéncia do doente, mas ¢ frequente que estes se mostrem incapazes
de responder as necesstdades da comunidade a que servem e consequentemente ocorre a
concentracdo dos doentes nos Centros de Saude e ambulatorios de nivel terciario.
Sobrecarregados, estes ultimos ndo conseguem cumprir convenientemente as fungdes
que lhes sdo atribuidas por seu nivel de maior complexidade organizacional. O resultado
¢ o atendimento deficitario e moroso a populagdo. Os exames baciloscopicos e de
cultura do escarro estdo centra! zados em poucos laboratorios. frequentemente distantes
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dos Centros de Saude. o que impde limites a detecgdo e ao acompanhamento dos casos.
bem como a avaliagio de susceptibilidade ao tratamento. Dadas as dificuldades
operacionais na realizagdo da baciloscopia e cultura. individuos clinicamente
estabilizados mas sem negativagdo do escarro recebem alta e retornardo com recidiva ao
sistem_a de saude; em seu retorno ndo ha avaliagao da susceptibilidade bacteriana,
resultando na redugdo do sucesso do tratamento e na disseminagao de bacilos resistentes

(NATAL et al, 1999b).

1.2.5 FATORES DO HOSPEDEJRO

O risco de evolugdo da infecgdo para a doenga tuberculosa é potencializado pela
desnutri¢do, pelo fumo, pelo uso de alcool e drogas ilicitas, pelo tratamento com drogas
imuno-supressoras, pela co-infec¢do com o virus da imuno-deficiéncia adquirida
humana (HIV) e por doengas concomitantes como a diabetes, linfomas malignos.
insuficiéncia renal e silicose (AIT-KHALED & ENARSON, 1999; RIEDER, 1999) Os
mecanismos atraveés dos quais cada um destes fatores contribui para o desencadeamento
e/ou evolugdo da doenga tuberculosa em individuos infectados ainda ndo foram
completamente elucidados, inclusive porque os conhecimentes atuais dos mecanismos
envolvidos na sobrevivéncia do bacilo durante as fases assintomatica e de doenga ativa,
bem como no controle imunolégico da doenga em cada uma destas fases, s3o limitados.
Sabe-se que € possivel recuperar bacilos com capacidade infecciosa a partir de lesdes
pulmonares que apresentam cultura e/ou reagdo alcool-acido negativas (MANABE &
BISHAI, 2000) Lesdes primarias, onde ocorre a primeira "colonizagdo" pelo bacilo,
podem envolver mecanismos imunolégicos de contengdo da infecg¢do com diferentes

caracteristicas e eficacia em comparagcdo com as lesGes secundarias, resultantes da
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disseminag¢do bacteriana para outros tocos no pulmdo. Por outro lado. o estado de
"laténcia" propriamente dito do bacilo nestas lesdes e discutivel, como tambem o
pressuposto de que focos de infecgdo primaria em individuos PPD positivos
necessariamente alberguem bacilos capazes de reativagdo (ORME. 2001a). Outro ponto
controverso € a significancia da reativagdo de tocos "latentes” de infecgdo em termos
epidemiologicos. dadas as evidéncias de um papel importante da reinfec¢do exdgena no
desenvolvimento de tuberculose em individuos previamente infectados ou mesmo em
tratamento da doenga tuberculosa (MANABE & BISHAI, 2000). A faita de
conhecimento basico acerca destes mecanismos dificulta a abordagem de estratégias

mais eficazes sobre o triangulo infec¢do-doenga-transmissao do bacilo.

1.3 Perspectivas para o controle da epidemia tuberculosa

A Organizagdo Mundial de Saude tem acompanhado o desenvolvimento dos
programas nacionais de controle da tuberculose nos paises de elevada prevaléncia da
doenga (WHO, 2001). Tanto a OMS como outros organismos internacionais, a exemplo
da Unido Internacional Contra a Tuberculose e Doengas Pulmonares (IUATLD), tém
disponibilizado dados epidemiologicos, avaliagdes e informagdes para o controle da
doenga e estabelecimeto de uma rede eficaz de vigildncia epidemioldgica

(www.who.int; www paho.org, www iuatld.org).

No Brasil, o atual Plano Nacional de Controle da Tuberculose, lancado em
outubro de 1998, estabeleceu como metas (1) o aumento da detecgdo dos casos de
tuberculose, aproximando o numero de notificagdes do numero de casos esperados, (2)

o aumento do percentual de sucesso do tratamento dos casos diagnosticados e (3) a

32



http://www.who.int
http://www.paho.org

reducdo da incidéncia e da mortalidade da doenga. De acordo com estas metas. o PNCT
iniciou a implementag¢do gradual do tratamento supervisionado, introduziu o pagamento
de bonus aos municipios mediante a notificagdo de curas, e aumentou o prego pago pelo
Ministério aos Servigos de Saude para a realizagdo de baciloscopias para o diagnostico

da tuberculose (RUFFINO-NETTO, 1999 a.b).

Também esta sendo encorajado o treinamento dos profissionais de saude em
vigilancia epidemiologica, ¢ a informatizagd@o da notificagdo, em conjunto com outras
doengas de informagdo obrigatoria (FUNASA, 1998a; NATAL & ELIAS, 2000).
Adicionalmente os dados epidemiologicos vém sendo disponibilizados através da
Internet pelo CENEPI (www funasa.gov.br) e Secretarias Estaduais de Saude (Bahia:
www saude ba.gov br), e esta sendo montada uma Rede de Pesquisas em Tuberculose
no Brasil, que se propde a identificar os grupos de pesquisa atualmente envolvidos com
tuberculose para acompanhamento e possivelmente apoio para o desenvolvimento de
estratégias diagnosticas e de prevenc¢do/combate a doenga (RUFFINO-NETTO, 2002).
O pais, que ja esteve no décimo lugar entre os paises de maior prevaléncia da doenga
(RUFFINO-NETTO, 1999b), ocupava a décima terceira posi¢do no relatorio anual de
Controle Global da Tuberculose realizado pela OMS em 2000 (BLEED ef al/, 2000), €

desceu para o décimo quarto lugar no ultimo relatorio, referente a 2001 (WHO, 2001).

Merece destaque dentre as iniciativas de controle da doenga o modelo empregado
no Hospital Universitario da Universidade Federal de Alagoas, que mesmo seguindo o
esquema de terapia auto-administrada alcangou a extingdo do abandono do tratamento
com a implementagdo de medidas como a visita domiciliar aos pacientes faltosos e a
realizacdo de um atendimento diferenciado aos pacientes com maior risco de abandono

de tratamento. Este inclui a promog¢do de uma maior percepcdo do processo saude-
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doenca e o aumento da auto-valoriza¢do pelo paciente, atraves de assisténcia medica.

psicologica e social por uma equipe multidisciplinar (PAIVA et al, 1999).

Estratégias novas para o combate da tuberculose deverdo visar o controle da
transmissdo e do desenvolvimento da infecgao para doenga tuberculosa, a redugdo da
reativagio da doenca, a diminuigdo do tempo de tratamento e o desenvolvimento de
esquemas terapéuticos mais eficazes e menos agressivos. O sucesso no desenvolvimento
de tais medidas depende de um maior conhecimento da interagio micobacteria-
hospedeiro no sitio de infecgdo tuberculosa. O rapido surgimento de cepas multi- e pan-
resistentes e as epidemias verificadas nos ultimos anos com tais cepas (FARMER,
2001) torna temerario o investimento apenas na quimioprofilaxia e tratamento dos casos
da doenca como medida de escolha para o controle da infec¢do tuberculosa. Por outro
lado, o custo do desenvolvimento de novas drogas contra a tuberculose, em contraste
com o seu publico-alvo (entre as camadas socio-econdmicas mais desfavorecidas.
principalmente em paises em desenvolvimento), desencoraja o0 engajamento de grandes

companhias farmacéuticas (ORME, 2001b).

A nivel governamental, ¢ importante considerar outros aspectos de custo-
beneficio em termos de estratégia de escolha para o combate a tuberculose. O custo
atual dos medicamentos fornecidos por seis meses a um paciente infectado com uma
cepa de AL tuberculosis completamente susceptivel as drogas de primeira linha varia de
11 a 30 dolares, em varios paises em desenvolvimento (HORWITCH, 2000), e no Brasil
custa R$78.00 ao Ministerio da Saade (SEGATTO & DAFLON, 1999). O custo médio
do tratamento completo pode aumentar em cerca de setenta vezes para um paciente
resistentc a rifampicina e isoniazida (HORWITCH, 2000). Estima-se que
aproximadamente 35 a 45 milhdes de brasileiros estejam infectados com o Af

tberculosis, ¢ que surjam por ano cerca de 100 mil novos casos da doenga (WHO.
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2001) O gasto anual total com assisténcia em saude per capita no Brasil em 1996 variou
de 23 a 51 reais (R$ 29,64 na Bahia, no ano considerado). Estima-se que a prevengdo
eficaz da tuberculose represente em meédia uma economia anual de US$2.57 para cada
homem latino-americano na faixa de 15 a 64 anos (e possiveis comunicantes por ele
infectados) considerando apenas as despesas médicas evitadas: este valor sobe para US$
133.66 se for adicionado a este célculo a perda de produtividade por doenga (BISHAI &
MERCER, 2001). Em comparagdo, uma ampola de vacina BCG custa R$2,00
(www.novohamburgo.rs.gov.br). Estes dados justificam a realizagdo de estudos
nacionais para estimar a eficacia da vacinacio BCG em nosso meio, bem como da
protecdo conferida por esquemas vacinais que possam aumentar a protecdo conferida

por essa vacina, a exemplo da revacinagdo de criangas em idade escolar.

Idealmente, uma vacina contra a tuberculose deve ter custo "suportavel”, eticacia
superior a do BCG e/ou resultados mais homogeneos entre as regides geograficas, e
deve ser capaz de diminuir a transmissibilidade do bacilo. Outras caracteristicas
importantes seriam a possibilidade de aplicagdo como imunoterapia, seguranga e
cficacia para administragao incluindo populag¢des infectadas pelo HIV. a possibilidade
«le ndo interferir no discermmento entre os individuos vacinados e os infectados. e a
possivel associagdo com outras vacinas (multivaléncia). Em 1998 algumas vacinas
contra a tuberculose, desenvolvidas com a participagdo de grupos da Inglaterra, Estados
Unidos e Australia, foram noticiadas em fase de ensaio pré-clinico de desenvolvimento
(DOVE, 1998). No entanto, a avaliagdo de novas vacinas e estratégias vacinais traz
problemas importantes. A grande percentagem de individuos que permanecem com uma
infec¢do assintomatica por toda a vida e o tempo envolvido na transigio da fase
"latente" para a doenga ativa nos que desenvolvem a doenga implicam a necessidade de
grandes grupos, acompanhados por tempo prolongado, para o teste de novas va.inas

35



contra a tuberculose, e mais uma vez, portanto, consideracoes de custo-beneficio. A
substitui¢do da vacinagdo BCG, com eficacia comprovada contra formas disseminadas
da doenga (as quais apresentam maior gravidade e acometem em grande parte as faixas
etarias imunologicamente mais susceptiveis) por uma vacina experimental, ¢ uma
decisdo eticamente dificil (ELLNER e/ a/, 2000). A capacitagdo para a avaliagio de
novas estratégias vacinais possul portanto um pape! de extrema relevancia para o
controle e eliminagdo da tuberculose. Neste contexto, as posstbilidades de
desenvolvimento de novas vacinas contra a tuberculose estio vinculadas ao
desenvolvimento e estudo de modelos de protegdo que reflitam a evolugdo da doencga
humana, e ao estabelecimento de marcadores de protegdo que possam servir como
padrdo-ouro para avaliagdo a curto prazo da eficacia potencial de novas estratégias
vacinais, antes de se submeter populagdes em risco de tuberculose a outra vacina que

nido a BCG

1.3.1 DISSOCIACAO ENTRE RESPONSIVIDADE AO TESTE TUBERCULINICO
E RESPOSTA PROTETORA CONTRA O A TUBERCULOSIS

A responsividade ao teste tuberculinico esta associada na literatura ao mesmo
tempo a infec¢do por M. ruberculosis ¢ a uma resposta imunologica protetora contra o
bacilo (VALLISHAYEE ¢r af, 1998. BARNES. 2001). Entre outros fatores. a
reatividade ao PPD em individuos sem historia de contato com pacientes tuberculosos ¢
sem sintomas da doenga encontra-se associada a vacinagdo com BCG na intancia,
conforme discutido anteriormente. Em uma meta-analise da literatura, a vacinagao BCG
estava associada a positividade ao teste tuberculinico especialmente em individuos

testados até 15 anos apos a administragdo da vacina (FITZGERALD er al, 2001).
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A viragem tuberculinica induzida pela vacinagdo BCG tem sido associada a
eficacia vacinal. Cepas que induzem elevada frequéncia de viragem tuberculinica tém
sido consideradas mais imunogénicas (AL-KASSIMI ¢f al, 1995, KEMP et al. 1996). A
diminui¢do da responsividade ao PPD com o tempo decorrido apos a administragdo
vacinai_foi relacionada a perda de eficacia da primo-vacinagao com BCG (STERNE ¢/
al, 1998; FINE er al, 1999), e em paises onde a vacinagdio BCG € preconizada,
frequentemente se recomenda que individuos primo-vacinados com reagdo negativa ao
PPD recebam um refor¢o da vacina (PENNA ef al, 2000, LEUNG ¢r a/, 2001). Outros
fatores que interferem na positividade ao PPD, entre os quats a idade de administragio
da vacina, a utilizagdo de diferentes cepas vacinais e a exposi¢do a micobactérias
ambientais, também foram associados a variagGes na eficacia da vacinagio BCG
(RIEDER, 1999; MENZIES, 2000). Em um estudo comparativo da evolugdo de
pardmetros imunologicos de resposta contra o M. tuberculosis entre as vias percutanea e
intradérmica de vacinagao com BCG, a maior frequéncia de viragem tuberculinica 2
meses apos a administragdo da vacina nos individuos que receberam BCG intradérmica
estava associada a maior capacidade linfoproliferativa especifica e produgido de IFN-v
ao lisado total de culturas de M. ruberculosis (KEMP et al, 1996). Por outro lado, alguns
trabalhos demonstram a presenga de células responsivas /7 vitro a estimulacdo com PPD
no sitio de infecgdo tuberculosa (LUKEY e al, 1996; SCHWANDER e¢r a/, 1998). Estes
achados justificam a investigagdo da viragem tuberculinica como um possivel marcador
de indugdo de protegdo contra a tuberculose. com a vantagem de que este método vem
sendo aplicado em seres humanos ha quase dois séculos, com efeitos bem conhecidos e

estudados.

Por outro lado, alguns estudos apontam para uma dissociagio entre a frequéncia

ou intensidade de conversdo ao teste tuberculinico ¢ a prote¢do conferida pela vacinagio
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BCG. Em um estudo realizado na Inglaterra, cepas de BCG com diferente frequéncia de
indugdo de viragem tuberculinica oito semanas apOs a vacina¢do induziram redugdo
semelhante na incidéncia de tuberculose em adolescentes vacinados, em comparagdo
com a administragdo de placebo. No mesmo estudo, a incidéncia de tuberculose entre os
individuos vacinados com cada cepa também foi independente da intensidade de reagao
ao teste tuberculinico. Na Arabia Saudita, uma cepa vacinal com baixa frequéncia de
conversdo ao teste tuberculinico foi capaz de induzir protecdo significativa contra a
tuberculose (MENZIES, 2000). Ja na Dinamarca, a intensidade da reagdo ao teste
tuberculinico ndo apresentou correlagdo com a dose de vacina administrada (MENZIES,
2000), em contraste com um estudo realizado no Senegal (GUERIN ez al, 1999). Estas
dificuldades podem ser especialmente importantes quando se considera a possibilidade
de introdugdo de vacinas que codifiquem ou que sejam constituidas por antigenos
micobacterianos selecionados, pois o0s clones de células T induzidos ndo
necessariamente exibirdo reatividade cruzada ou responderdo /i vivo promovendo a

reacdo de hipersensibilidade tardia por estimulagdo com o PPD.

1.3.2 ABORDAGENS ALTERNATIVAS PARA A AVALIACAO DA EFICACIA
DE NOVAS VACINAS CONTRA A TUBERCULOSE

A avaliagdo da produgio de citocinas, ou da frequéncia de células T produtoras de
citocinas, em especial do IFN-y, por estimulacdo in virro de culturas de sangue total
com antigenos de AL ruberculosis, vem sendo desenvolvida como uma abordagem
alternativa a utilizagao do teste tuberculinico para o diagnoéstico da infec¢do tuberculosa
(KATIAL ¢r a/, 2001; LALVANI er al, 2001). Tal abordagem pode permitir melhor

distincdo entre individuos infectados ¢ individuos vacinados (JOHNSON et al, 1999;
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MAZUREK e¢r al, 2001), sendo portanto mais especifica que o teste tuberculinico.
Alguns autores tém proposto portanto que a avaliagdo da produgdo de IFN-v ou 4
enumeracgio de células T antigeno-especificas em culturas de sangue total estimuladas
com antigenos micobacterianos poderia ser utilizada também na avaliagdo de novas

estratégias vacinais (ELLNER ez a/, 2000).

A dosagem de citocinas no sobrenadante de culturas de sangue total apresenta
especial facilidade de aplicagdo, ja que requer pequeno volume de sangue e pode ser
realizada em condi¢des nao estéreits em trabalho de campo, se padronizada para
avaliagao dentro de um curto periodo (van CREVEL e¢f al, 1999). Alguns trabalhos
mostram a produgdo de IFN-y em culturas de sangue periférico de individuos vacinados
com BCG, por estimulagdo in vitro com antigenos de M. tuberculosis (RAVN et al,
1997 MARCHANT er af, 1999). Ndo existem ainda estudos em popula¢des vacinadas
com BCG a respeito do comportamento da produgdo de IFN-y ou de outros parametros
imunoldgicos em culturas de sangue periférico antes e apos a vacinagdo, nem de sua

relacdo com eficacia vacinal.

Apesar de ndo ser essencial que um marcador de protegdo esteja implicado em um
mecanismo diretamente envolvido na eliminagdo do AL ruberculosis, € facil imaginar
que os mediadores que participam na resposta imunologica contra o bacilo e cuja
variagdo € mensuravel durante a infecgdo potencialmente serdo candidatos de interesse
para se avaliar a responsividade a vacina, principalmente aqueles que apresentem
correlagdo com protegdo durante a resolugio da doenga. A participagdo do IFN-y, da I[L-
12, do TNF-«, da 1L-0, da IL.-4 e da IL-10 tem sido bastante estudada na resposta imune
celular contra o M. rueberculosis em modelos experimentais e na infec¢do humana. e ja

existem trabalhos correlacionando a presenca e/ou os niveis de IFN-v, TNF-¢, IL-10 e
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[L-4 com a severidade da doenca tuberculosa (revisto em FLYNN & CHAN, 2001),
pelo que tais citocinas podem se revelar uteis na avaliagdo da eficacia de novas

estratégias vacinais.

1.4 Papel de mediadores soluveis na resposta imune protetora contra

0 Mycobacterium tuberculosis

A resposta imune contra o M. tuberculosis esta centrada na ativagdo e
potencializagdo dos mecanismos microbicidas de macrofagos infectados residentes no
tecido ou recém-recrutados para o sitio de infec¢do, e na modulagdo destes processos de
forma a minimizar o dano tecidual subsequente (MURRAY, 1999) O controle da
infecgdo tuberculosa envolve portanto mediadores soluveis com capacidade de regular a
resposta macrofagica e a reagdo inflamatoria granulomatosa envolvida na contengao do

bacilo.

O granuloma € formado em resposta a infec¢do micobacteriana, por células de
diversos tipos celulares que circundam as celulas infectadas. A formagdo do grauloma ¢
apresentada esquematicamente na Fig. 1 (DANNENRERG Jr. & ROOK, 1994). Em
individuos sadios infectados com o M. rtuberculosis. o granuloma primario €
visualizavel por radiografia no apice pulmonar, limitado por ftibrose e frequentemente
calcificado (BROLIO & de LIMA-FILHO. 1982). Imagina-se que nestes individuos a
resposta imune € eficaz contra o bacilo, permanecendo quer uma potente resposta de
memoria contra o M. (uberculosis apos a eliminagao da micobactéria, quer uma
continua conteng¢ao da infec¢io no sitio primario (SCHLUGER & ROM, 1998; ORME.

2001a).
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Dentre as moléculas envolvidas na regulagdo da resposta anti-micobacteriana
destacam-se (1) as quimiocinas, responsaveis pelo recrutamento de celulas para
formacdo do granuloma; (2) as citocinas e outros mediadores pro-inflamatorios, que
induzem a expressio de moléculas de adesdo. favorecendo o recrutamento de células. e
atuam gomo co-estimulo para a ativagao celular, (3) as citocinas ativadoras da resposta
imune do tipo celular (ou Thl), que agem sobre o macrofago aumentando sua
capacidade de eliminagdo do bacilo; e (4) as citocinas reguladoras da resposta
macrofigica, capazes de modular negativamente a resposta Thl e a produgdo de
mediadores da resposta inflamatoria (PAUL, 1998). A agdo destes mediadores €

discutida abaixo e esta esquematizada na Fig. 1.

1.4.1 O IFN-y COMO PRINCIPAL CITOCINA NA ATIVACAO MACROFAGICA

Os principais mecanismos envolvidos na eliminag¢do dos bacilos intracelulares no
macrofago sdo a liberagdo de reativos intermediarios do oxigénio e do nitrogénio, com
destaque para a produgdo do oxido nitrico (NO) e de peroxido de hidrogénio (H;O;). e o
fusionamento dos endossomas contendo o bacilo com lisossomas, levando a maturagio
do fagolisossoma (SCIILUGER & ROM, 1998; FLYNN & CHAN, 2001). A produsdo
de reativos intermediarios do oxigénio e do nitrogénio € dependente da atividade de
enzimas, respectivamente a superoxido-dismutase e a oxido nitrico sintetase indutivel
(iINOS), cuja sintese ¢ estimulada na presenga de IFN-v, especialmente em sinergia com
o TNF-a (BOEHM e¢r o/, 1997). O IFN-v inibe o crescimento intracelular do AL
tuberculosis em macrofagos murinos (WALLIS & ELLNER, 1994), ¢ em modelos
experimentais murinos que tentam mimetizar a infecgdo humana latente foi
demonstrado um papel essencial do 1FN-y, do TNF-a e da iNOS na prcvengao da
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reativagio da doenga tuberculosa (RAUPACH & KAUFMANN, 2001). O IFN-v
também ¢é capaz de estimular a fusdo fagosomo-lisosomo em celulas J774 infectadas
com AM.bovis (VIA et al, 1998). Camundongos deficientes de IFN-y sdo os knockouts
mais susceptiveis a infecgido com M. (uberculosis H37Rv, e seres humanos deficientes
em IFN»y,'no receptor para 0 [FN-y ou em moléculas envolvidas na via de sinalizagdo
desta citocina apresentam elevada susceptibilidade a infec¢des com micobactérias
atipicas e com o M. tuberculosis (SCHLUGER & ROM, 1998, FLYNN & CHAN,
2001). Em linfonodos de pacientes com tuberculose pulmonar os niveis de IFN-y estdo
aumentados em relagdo a linfonodos controle, de individuos sem patologia no linfonodo
(LIN et al, 1996, BERGERON e al, 1997). Niveis elevados de IFN-y também estdo
presentes no liquido pleural de pacientes com pleurite tuberculosa, onde foram
demonstrados maiores niveis da citocina ¢ do mRNA para IFN-y ex vivo no liquido
pleural do que no sangue periférico dos mesmos pacientes (BARNES e al. 1993).
Existe portanto uma concentragdo das celulas produtoras de IFN-y no sitio da infecgdo
durante a tuberculose pleural, considerada um polo benigno no espectro da tuberculose
(WALLIS & ELLNER, 1994) lIsoladamente. no entanto. o IFN-v ndo ¢ suficiente para
controlar a infecgdo luberculosa, especialmente nos estudos focalizando a doenga

humana (FLYNN & CHAN, 2001).

.42 PAPEL DOS MEDIADORES DA RESPOSTA INFLAMATORIA

Estudos com camundongos deficientes de ICAM-1 apontam para um papel
tundamental da formagdo do granuloma no controle da infecgdo micobacteriana ¢
contengdo do bacilo (SAUNDERS er @/, 1999). Embora alguns trabalhos demonstrem

nivelts elevados de quimiocinas como IL-8, MCP-1 e RANTES no lavado
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broncoalveolar de pacientes com tuberculose pulmonar ativa ainda na auséncia de
tratamento (KURASHIMA e7 «f, 1997, SADEK ¢r «f, 1998), pouco se sabe acerca do
papel destas quimiocinas na imunopatogénese da doenga. Alguns trabalhos sugerem um
papel para as quimiocinas RANTES e IL-8 no recrutamento de linfocitos T com
fenotipo de memoéria (CD45RO ) para o local da infecgdo (SADEK e¢f al, 1998). A
queda dos niveis de MCP-1 ¢ RANTES foi correlacionada a diminuigdo da contagem de
células T CD4 " por mililitro no lavado broncoalveolar de pacientes apos nove meses de

terapia anti-tuberculosa (KURASHIMA et al, 1997).

O estudo experimental da infec¢do de camundongos com M. tuberculosis sugere
que a principal citocina envolvida na organizagdo do granuloma € o TNF-ao (MURRAY'
1999: FLYNN & CHAN, 2001). Na auséncia desta citocina ou de seu receptor de 55
kDa, formam-se granulomas desorganizados, com menor frequéncia de macrofagos
epiteliodides e reduzida co-localizagdo de macrofagos e linfocitos. O TNF-a estimula a
produgdo de quimiocinas e influencia na expressido de moléculas de adesdo e de
receptores para quimiocinas, em sinergismo com as citocinas IL-1 e IL-6 (FLYNN &
CHAN, 2001). O TNF-a também foi implicado na indugdo da apoptose em macrotagos
murinos de linhagem infectados com M. tuberculosis (ROJAS ef al, 1999). A indugio
de apoptose de macrofagos alveolares infectados com M. uberculosis foi relacionada a
um possivel mecanismo de prote¢do contra o bacilo, ja que estes macrofagos seriam
caracterizados por um estado de supressdo (e portanto incapacidade de eliminagdo do
bacilo) e sua morte por apoptose permitiria liberar a micobactéria para fagocitose ¢
eliminagdo intracelular em macréfagos ativados recrutados para o granuloma (KEANE

et al, 1997. 2000).
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O TNF-a também foi implicado na patogénese da tuberculose, em particular na
exacerbagdo da necrose associada a resposta granulomatosa (COOPER & FLYNN,
1995). No modelo murino, onde os granulomas formados em resposta a micobactéria
ndo apresentam necrose caseosa no animal imunocompetente (RHOADES et a/, 1997,
ORME, 1998), alguns trabalhos indicam a exacerbagdo da necrose com a inibigdo desta
citocina ou a deficiéncia do seu receptor (EHLERS er a/, 1999, TURNER et af, 2001),
bem como em presenga de quantidades aumentadas de TNF-a (BEKKER er a/, 2000).
No homem, niveis aumentados de TNF-a e outras citocinas pro-inflamatorias foram

associados a maior extensio da doenga pulmonar em pacientes com tuberculose

(CASARINI ef al, 1999).

143 CITOCINAS ANTAGONISTAS DA RESPOSTA TH! NA RESPOSTA ANTI-
MICOBACTERIANA

A resposta contra patogenos intracelulares foi primeiramente dissecada no modelo
muring em experimentos com Leishmania major, onde a producdo de IFN-y toi
correlacionada a protegdo contra a doenga e a produgdo de IL-4 a sua exacerbagio
(HEINZEL et al, 1989. SCOTT et al, 1989). Posteriormente. outras citocinas foram
relacionadas quer a potencializagdo da resposta celular neste modelo (a exemplo da IL-
12) ou a sua modulagdo negativa (como a IL-5, a IL-13 e a IL-10), e estas respostas
foram diferenciadas como padrdes distintos de resposta imunologica, respectivamente o
tipo Thl e o tipo Th2. O antagonismo das citocinas IL-4 ¢ IL.-10 em relagdo a resposta
ao IFN-v foi reconhecido em outras infec¢des e a nivel da sinalizagdo intracelular

(PAUL, 1998). No entanto, em relagdo a tuberculose, o papel das citocinas IL-4 e IL-10
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ainda ndo foi bem esclarecido nem na infec¢do murina experimental, nem na doenga

humana (FLYNN & CHAN, 2001).

Surcel e colaboradores (SURCEL ef a/, 1994) mostram frequéncia aumentada de
células capazes de produzir IL-4 em resposta ao antigeno soluvel de M. tuberculosis
H37Rv €as proteinas micobacterianas de 38 e 19 kDa no sangue periférico de pacientes
com varias formas de tuberculose, em relagdo a individuos PPD positivos. Van Crevel ¢
colaboradores (van CREVEL e¢f al, 2000) observaram a existéncia de correlagao entre a
presenga de cavitagdes e percentagens mais elevadas de células produtoras de IL-4 no
sangue periférico de pacientes com tuberculose pulmonar, além de baixas percentagens
de células produtoras de IL-4 em individuos PPD positivos, detectadas por citometria de
fluxo apos curta estimulagdo policlonal com forbol miristato acetato (PMA) e
ionomicina. No entanto, em outro estudo, a comparagdo de pacientes com tuberculose
pulmonar ¢ voluntarios sadios PPD positivos quanto a expressio de RNA mensageiro
para IL-4 e IL-13 em células mononucleares do sangue periférico ou células T CD4’
periféricas purificadas estimuladas com M. tuberulosis morto pelo calor ndo demonstrou
diferencas entre estes grupos (ZHANG er al, 1995). Além disso. a frequéncia de células
produtoras de IL-4 no lavado broncoalveolar, em resposta ao PPD ou ao complexo
proteico antigeno 83 (do filtrado do sobrenadante da cultura de M. ruberculosis H37Rv),
determinada por ELISPOT, foi inferior a uma c¢lula em dez mil, tanto em pacientes
com tuberculose pulmonar como em voluntarios sadios PPD positivos, e novamente nio
houve diferengas significativas entre os dois grupos (SCHWANDER ¢z al, 1998).
Bergeron ¢ colaboradores (BERGERON er al, 1997), estudando a presenga de RNA
mensageiro para citocinas em linfonodos de pacientes com tuberculose. relatam que a
presenga de niveis detectaveis de mRNA para 1L-4 e/ou [L-5 so foi possivel nos
linfonodos '.;ue estavam completamente substituidos por lesdes granulomatosas”. ¢ que
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a produgdo de niveis detectaveis de mRNA para IL-4 e IL-5 ndo estava associada a uma
reducdo dos niveis de mRNA para citocinas do tipo Thl (1L-2, IFN-y e TNF-f) nas
amostras destes pacientes. Por outro lado, a comparacdo dos niveis de mRNA para
citocinas entre linfonodos de pacientes com tuberculose pulmonar e linfonodos
controles,_de pacientes sem patologia no linfonodo, mostrou niveis mais elevados de
mRNA para IL-4 nos linfonodos controles, o oposto do observado para IFN-y (LIN er

al, 1996).

A proliferagdo de células do liquido pleural de pacientes com pleurite tuberculosa
face a estimulagdo com antigeno total de M. fuberculosis apresenta uma correlagdo
negativa com os niveis de 1L-10 detectados nos sobrenadantes de cultura (ARRUDA ¢/
al, 1998). Alguns trabalhos demonstram um papel para a IL-10 na exacerbagio da
doenga (JACOBS et al/, 2000). Boussiotis e colaboradores (BOUSSIOTIS er a/, 2000),
comparando pacientes com tuberculose pulmonar anérgicos ao teste tuberculinico com
pacientes n3o anergicos, mostraram que o estado anérgico estava associado a produgio
de IL-10 antes € apos estimula¢do com PPD ¢ a auséncia de produgdo de IFN-y por
celulas T do sangue periférico destes pacientes apos desatio com este antigeno
especifico. e que a baixa proliferagdo in vitro ao PPD, aloantigeno ou estimulo
policlonal das células do sangue periférico podia ser revertida pela adi¢do de anticorpos
anti-1L-10. Apesar disso, no mesmo trabalho os autores demonstram que ha produgdo de
IL-10 por células T do sangue periférico de pacientes ndo anérgicos, porém em
contraste com o observado para os pacientes anérgicos esta produgdo so ocorre apds
estimulag@o antigénica. Em concordancia com estes resultados, Zhang e colaboradores
(ZHANG er al, 1995), comparando pacientes com tuberculose pulmonar e doadores
saudaveis com reagdo ao teste tuberculinico quanto aos niveis de mRNA e de produgdo

de citocinas por estimulagdo in vitro de celulas do sangue periférico ou células T CD4~
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purificadas, mostram produgdo equivalente de 1L-4 e I1L.-10 nestes grupos, embora haja
uma menor produ¢do de IFN-y e de 1L-2 pelos pacientes com tuberculose pulmonar. Ja
a expressio de mRNA para IL-10 em linfonodos de pacientes com tuberculose
pulmonar foi aproximadamente o dobro da encontrada em linfonodos de pacientes sem
patologia no linfonodo; porém, os niveis de expressio de mRNA para IFN-y sdo trés
vezes maiores nos pacientes com tuberculose pulmonar do que nos controles. e a
avaliacdo dos linfonodos de pacientes com tuberculose pulmonar HI'V positivos mostra
niveis ainda mais aitos de 11.-10, sem diminui¢do da expressdo de mRNA para [FN-v
(LIN et al, 1996). Por outro lado, no lavado broncoalveolar de pacientes com
tuberculose pulmonar, os niveis de IL-10 medidos diretamente ou por estimulagdo das
celulas do lavado com PPD, bem como a frequéncia de celulas produtoras de IL-10 por
estimulagdo das células com PPD ou complexo proteico antigeno 85 demonstram
respostas equivalentes as observadas em voluntarios sadios PPD positivos

(SCHWANDER ¢t al, 1998).

Alguns estudos evidenciam um possivel papel regulatorio para a IL-10 na
prevengdo do dano tissular a nivel da resposta granulomatosa (MURRAY, 1999:
MURRAY & YOUNG, 1999). A preven¢do da necrose exacerbada pode contribuir para
a contengdo do bacilo no granuloma primario, e poderia constituir um dos mecanismos
envolvidos no estabelecimento da infecgdo latente assintomatica verificada em cerca de

90% dos individuos portadores do M. tuberculosis.

No presente trabalho, nos apresentamos o estudo das alteragdes da produgido de
mediadores da resposta imunologica em dois modelos humanos de protegdo contra a
tuberculose: a cura sintomatica espontanea da tubercuiose pleural e o refor¢o da

imuniza¢do com a vacina corrente, o Bacilo de Calmette-Guérin (BCG). Desta forma,
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procuramos identificar marcadores imunologicos possivelmente associados a protegdo
contra a tuberculose humana, a serem investigados como parametros em potencial para

a avaliacdo de novas estratégias vacinais e abordagens imunoterapéuticas.
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Fig. 1. Formagdo do granuloma e resposta imune contra o Mycobacterium tuberculosis. Apos a
infecgdo de macrofagos alveolares (1), componentes bacterianos. peptidcos do  sistcma
complecmento ¢ citocinas pro-inflamatérias  produzidas no sitio dc infecgdo atraem
polimorfonuclcares ¢ monocitos que amplificam o processo inflamatorio atraveés da produgdo de
IL-1. IL-6. TNF-a ¢ quimiocinas. levando ao recrutamento de linfocttos T CD4 ¢ CD3. células
NK ¢ outros monocitos a partir do sangue periférico (2). Os monocitos ativados dio origem as
células cpitelidides no local da infecgdo. por interagdo com produtos micobacterianos ¢
citocinas como o IFN-y ¢ o TNF-a. ja os macrofagos infectados podem ser ativados por estas
citocinas para a climinagdo do bacilo ou sofrer apoptosc mediada por TNF-a. com a liberagdo
do bacilo para internalizagdo por células com maior capacidade de eliminagdo da micobacteria.
A produgdo das citocinas attvadoras do macrofago € dependente dos linfocitos nfiltrantes.
cstimulada ¢ regulada pecla sintese de IL-12 (3). Em cstagios mais avancados da resposta.
citocinas como a IL-10 podem atuar modulando negativamente a produgdo de citocinas do tipo
Thl ¢ mediadores inflamatérios. ¢ a contengdo do bacilo ¢ reforcada com a fibrosc ¢ a
calcificacio da lesdo granulomatosa, com a participagio de fibroblastos e possivelmente do

TGF-B (4).
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2 INVESTIGACAO DO PAPEL DE MEDIADORES
SOLUVEIS EM MODELOS HUMANOS DE
RESPOSTA PROTETORA CONTRA O M.
TUBERCULOSIS

O conhecimento atual acerca dos mecanismos imunologicos envolvidos na
eliminagdo das micobactérias e controle da infec¢do permite a proposi¢do de potenciais
marcadores imunologicos de protegdo contra a tuberculose. Entre eles, estio a
conversdo do teste tuberculinico, e avaliagdes in vitro da resposta imunologica, com
destaque para a mensura¢do da produgdo de citocinas € da indugdo de celulas T de
memoria / antigeno-especificas por estimulagdo de culturas de sangue periférico com
antigenos micobacterianos (ELLNER e¢r a/, 2000). Parte do conhecimento atual da
resposta imune envolvida no combate ao M. tnberculosis deriva de estudos in vitro ou
da exploragdo de modelos experimentais, especialmente da infec¢do murina. A
extrapolacdo de resultados obtidos com tais modelos para a resposta imunologica
humana em qualquer investigacdo deve ser realizada com cautela. No caso da
tuberculose, entretanto, deve-se considerar especialmente (1) o fato de que a resposta ao
bacilo se produz no contexto de uma estrutura organizada, composta por maltiplos tipos
celulares, que ndo € reproduzida na infecgdo in vitro, e (2) as diferengas importantes
entre a resposta murina e a resposta humana apontadas por varios estudos,
principalmente quanto a importancia da indugdo do Oxido nitrico para a eliminagao da

micobactéria e quanto a organizagdo e evolugdo da resposta granulc matosa (revistos em




ORME. 1998: MURRAY. 1999; FLYNN & CHAN. 2001). E de especial interesse
portanto a exploracdo de modelos iz vivo ou ex vivo que permitam InIerir mecanismos
potencialmente envolvidos na resposta imunologica contra o bacilo na tuberculose

humana.

Em rosso pais, o excesso de demanda encontrado nos poucos locais de
atendimento da rede publica de satde a populagdo e a falta de capacidade para o
atendimento dos casos de tuberculose ao nivel comunitario reflete-se no
redirecionamento de grande parte destes pacientes para os centros de referéncia. Este
fato, aliado a regressdo espotanea dos sintomas nos pacientes com tuberculose pleural,
contribul para que se observe em nosso meio um longo periodo entre a suspeita € 0
diagnostico da doenca. Esta forma da tuberculose é associada a uma resposta
imunologica eficaz contra o M. tuberculosis, dada a elevada proporgdo de pacientes que
cursam espontaneamente com regressao dos sintomas € mesmo cura momentanea
(ROPER & WARING, 1955). No estudo descrito no Manuscrito 1, tivemos a
oportunidade de avaliar o comportamento dos niveis de citoctnas, relacionadas na
literatura a resposta contra o bacilo, no sitio da infecgao, em pacientes com tubercuiose
pleural apresentando variado tempo de doenga, e caracterizagdo clinica desde doenga
ativa a regressao dos sintomas. Este manuscrito foi submetido a apreciagdo pelo corpo

editorial da revista "American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine".

A observa¢do dos parametros imunologicos de varnagdo mensuravel durante a
resolugdo da doenca tuberculosa sugere alguns mediadores potencialmente envolvidos
direta ou indiretamente em mecanismos associados ao combate a micobactéria. O
estudo da evolugdo da produgdo potencial destes mesmos mediadores em resposta a
antigenos micobacterianos, no contexto do refor¢o de uma resposta de memoria
induzida pela primo-vacinagdo com o BCG, leva-nos a sugerir com mais seguranga
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potenciais marcadores de prote¢do que possam ser utilizados para estimar a eficacia de
novas estratégias vacinais ou abordagens imunoterapeuticas, alem de permitir
avaliagdo de sua aplicabilidade em popula¢des suficientemente representativas. Neste
contexto, nos tivemos a oportunidade de avaliar a influéncia da revacinagdo com o BCG
sobre a rffsp'onsividade in vitro € in vivo de cento e trinta e seis criangas na faixa etara
escolar (de sete a quinze anos) a antigenos micobacterianos, como um sub-projeto na
avaliagdo da eficacia da administragio de uma segunda dose de vacina BCG em
escolares no Brasil, realizada pelo Instituto de Saude Coletiva, sob a coordenagdo do
Prof. Dr. Mauricio L. Barreto, em colaboragdo com a Escola de Higiene ¢ Medicina
Tropical de Londres. O manuscrito aqui apresentado toi formatado para submissdo ao

corpo editonal da revista "Vaccine".

2.1 Objetivos dos estudos realizados

Nos trabalhos aqui apresentados, nos buscamos caracterizar o papel de
mediadores soluvels envolvidos na resposta imune em dois modelos de prote¢do contra
o Mycobacterium ruberculosis: a tuberculose pleural e a revacinagdo com o bacilo de
Calmette-Guérin (BCG), esperando sugerir marcadores imunoldgicos potencialmente
correlacionados a mecanismos de protegdo contra a tuberculose que possam ser
utilizados como parametros de avaliagdo no desenvolvimento de novas estrategias

vacinais e abordagens imunoterapéuticas.




]

Como objetivos especificos em cada um destes estudos. destacamos-

Avaliagdo de pacientes com tuberculose pleural:

(a) Determinar o perfil de mediadores pro-inflamatorios e moduladores da resposta
imune celular no liquido pleural de pacientes com pleurite tuberculosa,

correlacionando-o com a fase clinica da doenga (ativa ou regressiva).

(b) Caracterizar as células presentes no liquido pleural quanto ao seu estado de
ativagdo, e verificar possiveis correlagdes com os niveis /i situ de citocinas

moduladoras da resposta imune celular.

Avaliagao de escolares re-vacinados com BCG:

(a) Avaliar a produgdo pré- e pos-vacina¢do de citocinas envolvidas na resposta
contra o Aycobacterium tuberculosis por estimulagdo in virro de células

mononucleares do sangue periférico com antigeno especifico.

(b) Correlacionar esta resposta a outros mecanismos indicadores da imunidade

celular, nomeadamente a intensidade de reagdo ao teste tuberculinico.
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Pleural tuberculosis is often considered as benign. as patients can show clinical signs of
disease regression without chemotherapy. Immune response is thought to play a role in this
spontaneous “cure”. We investigated the pleural cytokine and histopathological profile of
non-treated tuberculous pleurisy patients with varied disease time and clinical presentation, to
infer the behavior of in situ immune response during disease evolution. The levels of 1L.-10,
IFN-v and TNF-a in the pleural fluids analyzed decreased with disease time. IL-10 was
positively correlated with IFN-y, TNF-a and necrosis area in pleural sections, suggesting a
possible down-regulatory role. To parallel these findings with resolution of the disease, two
groups of patients with opposite clinical and radiological characteristics were distinguished.
Individuals showing fever, anorexia, and progressive exudate in the pleural cavity (active
stage) were compared with patients without symptoms and with regressive exudate
(regressive stage). IFN-y and TNF-a levels were lower in regressive stage, as well as necrosis
area in pleural sections. Our results indicate that tissue destruction and a prominent Th!
response mark the initial phase of tuberculous pleurisy, and suggest that its down-modulation,

with the possibie participation of IL-10, is associated with disease resolution.

Keywords: Pleural tuberculosis; disease progression; cytokines; pathology.

Abstract word count : 193
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INTRODUCTION

Tuberculosis remains as the major infectious cause ot death worldwide. Approximately one
third of the world’s population is thought to be infected with its causal agent, Mycobacterium
tuberculosis. However, the infection goes silent throughout lifetime in 90% of these
individuals, what suggests an important role for the immune system in disease control (1).
Pleural tuberculosis occurs in 15 percent of disease cases and has been regarded in the
literature as a positive response to M. fuberculosis infection (2). This form of tuberculosis is
characterized by an extensive inflammatory exsudate to the pleural space, probably
developing from the rupture of a caseous focus in the lung (3). Tuberculous pleurisy patients
generally do not present concomitant pulmonary disease, and high rates of spontaneous
regression of symptoms have been reported, although the majority of non-treated patients
recidivates within five years of pleural disease “cure” (4).

The favorable pleural disease evolution has been related to the capacity of mounting an
efficient immune response in the pleural compartment. Jones and colleagues (5) have shown
that pleural tuberculosis is less frequent among HIV-positive patients with low blood CD4 T
cell counts, and that patients with AIDS and tuberculous pleuritis can develop well-formed
pleural granulomas even when peripheral blood CD4" T cell counts are below 200/ul. The
tuberculous pleural fluid presents high percentages of CD4" T cells with memory phenotype
(6) which proliferate upon stimulation with mycobacterial antigens (7. 8); interestingly,
chemotherapy enhances pleural fluid cell proliferation to PPD /u vitro (9). The participation
of these cells in the anti-mycobacterial response likely involves the production of protective
cytokines. The pleural fluid is characterized by high levels of IFN-y and other Thl cytokines
(10), which enhance mycobacterium killing by infected macrophages (11).

Our goal was to investigate how the pleural immune and histopathological parameters evolve

in tuberculous pleurisy patients in the absence of chemotherapy, and therefore to understand
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how the immune system may participate in disease control. Patients analyzed have sought
medical care after varied disease time and were not left untreated for this study. We show that
the initial stage of pleural tuberculosis is marked by tissue destruction and high levels of
inflammatory and Thl mediators, and suggest that disease resolution may be dependent on the

controt of the anti-mycobacterial response.

METHODS

Study population. Patients assisted in government health care facilities from Salvador (Bahia,
Brazil), suspected of pleural disease, are routinely referred to the Octavio Mangabeira
Hospital for diagnosis. We analyzed fifty-eight patients diagnosed with tuberculous pleurisy
in this hospital. Diagnosis was based on clinical symptoms (fever, fatigue, anorexia, cough,
dyspnea, and chest pain), X-ray findings and pleural biopsy (for all patients included we could
demonstrate presence of chronic granulomatous pleuritis or granuloma). The study was
approved by the hospital’s ethical committee and by the ethical committee of the Centro de
Pesquisas Gongalo Moniz. The patients had not undergone chemotherapy before evaluation.
Upon informed consent, pleural fluid samples were drawn into cryovials and immediately
stored in liquid nitrogen until analysis. Exclusion criteria were recidivated tuberculosis,
purulent pleural effusion, HIV-positive test or concomitant chronic disease (as diabetes,
cirrhosis or renal failure). Previous BCG vaccination was inferred by presence of vaccine
scar. Tuberculin test reactivity was assessed as induration at 48h.

Disease time determination. Disease time until thoracenthesis was determined from patient
interview, performed by trained personnel using a standard questionnaire. Pleural tuberculosis
starts as an acute disease, marked by intense pleural pain (12). However, to increase our
contidence in the accuracy of patient information, we have questioned the patients about the

time of onset for each relevant symptom separately (fever, fatigue, anorexia, cough, dyspnea,
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and chest pain), and confronted with the reterred disease time. with special regard to pleural
pain.

Soluble mediators levels. Cytokines and soluble IL-2 receptor (sIL-2R) were measured on the
pleural fluid samples by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using commercially
available kits:’ Duo-Set (Genzyme, Cambridge. MA), for IFN-y, TNF-q, total [L-12, IL-5, IL-
8, total (acidified) TGF-f and sIL-2R; Human IL-12p40 (Pharmingen, San Diego, CA), for
1L-12p40 levels; and Quantikine (R&D Systems, Minneapolis, MN), for IL-10. Pearson’s
linear regression and Spearman correlation analyses were performed using GraphPad Prism v
3.00 (GraphPad Inc., San Diego, CA).

Clinical stages of disease. Stage differentiation was based on the following parameters: active
stage, patients with progressing or stable pleural exsudate in the last fifteen days, fever,

anorexia and weight loss; regressive stage, patients with involution of pleural exsudate and

without symptoms for at least five days. According to these criteria, 35 clinically well-defined
patients were identified in this study. For the active stage group, the median period between
the first and the last X-ray evaluation was of 8 5 days (range, S to 16 days), and for the
regressive group, 15 days (range, 6 to 33). Active and regressive patients were compared
using the Mann-Whitney test. Statistical analysis were performed using GraphPad Prism.
Histopathological analysis. Pleural biop:ies from acute and regressive stage individuals were
analyzed in blind evaluations to determine the amount of necrosis and fibrosis in the sampled
pleural tissue. Only the sections containing a minimum of four fragments of pleural tissue.
taken at different insertions of the Cope’s needle in the pleura. were considered. Four cases
with insufficient matenal for analysis were excluded. Necrotic tissue area in hematoxylin-
eosin stained pleural sections was determined by semiautomatic morphometry from pleural
area in all fragments (normalized to 10mm?) and transformed in percent pleural necrosis using

the Leica Q500MC Image Processing and Analysis System (Leica Cambridge. Cambridge,
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England). The same sections were evaluated independently by two experieniced pathologists
regarding the intensity of the fibrosis present. The pathologists were asked to assign a total
grade of fibrosis for patient pleuritis, ranging from 0 to +++ (Box 1). The extent of necrosis
and fibrosis in acute versus regressive patients sections were compared through the Mann-
Whitney test. Necrosis percentages and fibrosis grades were also correlated to disease time
and cytokine levels using Spearman correlation aﬁalysis. Data were treated using GraphPad

Prism.

RESULTS

Fifty-eight HIV-negative tuberculous pleurisy patients have participated of our study. None of
the patients had initiated specific chemotherapy before thoracentesis. Ages averaged 3 1.4 with
a standard deviation of 11.6 years, and male to female ratio was 32:26. Suggestive BCG
(Bacille of Calmette-Guérin) vaccination scar was found in 45.2 % of the individuals, and
70.7 % of the subjects presented tuberculin reactivity (reaction diameter above Smm). No
differences were found between sexes for any of the parameters analyzed in this study.
Surprisingly, vaccinated subjects presented lower levels of IL-8 in the pleural fluid when
compared with non-vaccinated individuals (p=0.01). Time of disease showed a wide variation
(median of four weeks; range, 1 to 32 weeks). Cytokine and soluble 1L-2 receptor (sIL-2R)
mean levels for the population analyzed are shown in Table 1. Qur results were comparable
with previous findings in the literature for IL-8 (13. 14), TNF-a (15), sIL-2R (16), IFN-v (10,
15), 1L-5 (10), IL-10 (10) and IL-12p40 (17). Total IL-12 levels were higher than reported
(values of 585+89 pg/ml (17)), as well as total TGF-f3 levels (144+77 pg/ml (18)).

Pleural fluid levels of immune soluble molecules and discase time were correlated to analyze
the changes of in sizte immune response during disease evolution. 1L.-10 was found to

significantly decrease with disease time (p= 0.04, Fig. 1A). TNF-a and IFN-v levels
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decreased with disease time, but the analysis performed did not reach statistical significance
(p values of 0.06 and 0.06, Spearman coefficient of —0.26 and —0.27, respectively). TNF-a
and IFN-y were both positively correlated with IL-10 levels (Fig.1 B and C; p values of 0.01
and 0.04, Spearman coefficient of 0.36 and 0.28, respectively).

To help clarify the behavior and possible roles of the immune response in the spontaneous
regression of clinical symptoms, “active” and “regressive” stage pleural tuberculosis patients
were distinguished in the population studied, based on clinical and radiological findings.
Reported disease duration varied widely between individuals classified in active disease
(median of two weeks, range, 1 to 32 weeks), while regressive stage patients were more
homogeneous and had significantly higher disease duration (median of four weeks, range of 3
to 12 weeks; p=0.01, Mann-Whitney test). No significant differences were found between
active versus regressive disease groups in terms of age or sex. They have also presented
equivalent proportions of BCG vaccinated versus non-vaccinated individuals and tuberculin
reactive versus tuberculin anergic subjects. Of all mediators analyzed (Table 1), only IFN-y
and TNF-a have been detected in significantly different amounts in active versus regressive
stage individuals (p<0.01. Mann-Whitney test. Table | and Fig. 2). IL-10 levels tended to be
lower in regressive stage individuals, but the difterence has not reached significance (p=0.06,
Mann-Whitney test).

Effective control of mycobacterial infection involves contention of bacilli and killing of
infected macrophages by activated macrophages and lymphocytes recruited to the site of
infection, that form organized structures — the granulomas. Resolution of granulomatous
lesions 1s accompanied by scarring with collagen deposition by fibroblasts on the periphery of
granulomas. Necrosis and fibrosis extent in pleural granulomas have therefore often been
associated both to disease progression and the operating cytokine network (19-21). The

cercentages of necrotic area and fibrosis grades in pleural granulomas were compared
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between acute and regressive stage individuals. and were also correlated with disease time
and the levels of IFN-y. TNF-a, IL-10. IL-8 and TGF-B. The extent of necrosis has differed
between the clinical groups defined (p=0.05, Fig 3A), and has also shown a positive
correlation with IL-10 levels (p=0.05, Spearman r= 0.38, Fig.3B). On the other hand, fibrosis
extent presentéd a strong negative correlation with TNF-a (p=0.005. Spearman r = -0.50) and
1L-10 levels (p=0.001, Spearman r = -0.59, Fig 4). Fibrosis grades have also shown a positive
- correlation with time of disease (p=0.05, Spearman r = 0.38), as expected considering its

relation with inflammation decline.

DISCUSSION

The pleural immune response in tuberculous pleurisy patients is characterized by the
development of a marked Thl environment. [FN-y, TNF-o and IL-12 levels are elevated in
tuberculous pleural fluid (15, 17) and are highly correlated to each other (data not shown).
The importance of Th1 cytokines in the containment of M. fuberculosis infection has been
extensively demonstrated (reviewed in (2, 11, 22)).

We have observed a decrease of IFN-v and TNF-a levels during disease evolution, as
assessed by the correlation with disease time and pleural fibrosis extent. This observation
could reflect the inclusion of patients with an impaired response against tuberculous infection
among the individuals with higher disease duration. We have therefore compared cytokine
levels in two polar groups (active versus regressive), defined on the basis of clinical and
radiological parameters suggestive of disease control. The regressive group presented
significantly higher disease duration when compared with the active stage group, but did not
include the patients with longer disease time (above {2 weeks). TNF-a and [FN-v pleural

tluid levels were diminished in the regressive stage group.
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The down-regulation of the anti-mycobacterial response could have a role in the clinical
resolution of pleural tuberculosis. It has been shown in the murine model that the TNF-a
produced in response to infection contributes to exacerbate local tissue damage (23). Also the
down-modulation of TNF-a response by thalidomide treatment of infected mice reduces the
extent of necrosis in pulmonary granulomas without effects on bacillary load (24). Pulmonary
tuberculosis patients progressively decrease the levels of TNF-a in the bronchoalveolar fluid
after 6 and 12 months of chemotherapy (19), and in severe tuberculosis patients the increase
in TNF-o plasma levels was associated with clinical deterioration in the beginning of
treatment (25).

In accordance with this view, we have observed that the decreased [FN-v and TNF-« levels
were paralleled by a reduced percentage of pleural necrosis extent in the patients classified in
the regressive stage group. We have also observed that IL-10 correlated positively with the
extent of pleural necrosis, and with the levels of TNF-« and IFN-v. IL-10 levels were also
found to decrease with disease time and fibrosis grades. 1L-10 is a macrophage-deactivating
cytokine that has been implicated as a possible anergizing factor in tuberculosis (26, 27).
However, Boussiotis and colleagues (28) suggest that the anergic condition would rather be
characterized by a persistent 1L.-10 response allied to low IFN-v levels, instead of by the
production of IL-10 itself. We suggest that IL-10 may be induced in the early stage of disease
in response to chronic inflammation and Thi cytokine levels, and could be responsible for
preventing exacerbated tissue damage in tuberculous pleurisy by modulating the microbicidal
Immune response.

Pleural tuberculosis in non-immune compromised patients is a paucibacillary, benign form of
disease. Immune response silencing and inflammation resolution may be critical steps for the

development of an asymptomatic infection, characteristic of the majority of M. tuberculosis-
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bearing individuals. Our results support a role for the down-modulation of Thl pleural

response in clinical disease resolution, with the possible participation of IL-10.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Correlations between 1L-10 and (A) disease time. (B) IFN-v, and (C) TNF-« levels in
pleural fluids from tuberculous pleurisy patients.

Fig. 2. IFN-y (A) and TNF-a (B) levels in pleural fluids of active stage (open squares) versus
regressive stage (solid squares) tuberculous pleurisy patients. Honzontal bars indicate the
median for each group.

Fig. 3. Percent necrosis area (% necrosis) in pleural biopsies from tuberculous pleurisy
patients. A, Comparison between active stage (open squares) versus regressive stage (solid
squares) individuals. Horizontal bars indicate the median for each group. B, Correlation
between percent necrosis area and IL-10 levels in pleural fluid.

Fig. 4. Correlation between fibrosis extent grades in pleural biopsies and IL-10 levels in

pleural fluid from tuberculous pleurisy patients.
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Box 1. Fibrosis grade assignment in pleural biopsy sections
from tuberculous pleurisy patients.

Aspect  Grade description

0 Absent
+ Minor feature, restricted to inflammatory areas
++ Dominant feature, at inflammatory areas or

external adjacent areas
+++ Widespread. including non-inflammatory areas and

muscle
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Table ]. Soluble mediators present in pleural fluid from tuberculous pleunsy patients according with clinical

classification.

Disease stage  Recr.* Inflammatory Thl Th2 Regulatory

“IL-8 TNF-a sIL-2R [FN-y IL-12 IL-3 TGE-B IL-10 IL-12¢
Active 177.97 27.02 6963.80 1387.94° 1396.11 0 [0-300] 745.91 101.40 569.33
(n=20) + ]4840 +12.03 + 1460.25 +518.47 £638.67 +661.78 +3423 +238.1
Regressive  232.30 14.00° 7241.71 779.61° 1240.25 0 J0-0] 661.93 635.21 670.51
(n=13) +£239.62 +11.96 +3991.02 +753.53 +418.38 t646.64 +£33.09 +307.:
Total’ 186.72 2149 7679.83 109343 121975 0[0-500] 761.52 83.70 589.79
(n=38) +178.09 1219 +3407.42 £66578 +573.29 +633.39 +40.85 +278..

Cytokine levels are expressed in pg/ml. and represent mean values + standard deviation, except for IL-3 (media
[mmimum — maximum| values). * Recrutment. ~ Total = active + regressive + non-polar patients.

*P<(.01 (Mann-Whitney test).
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A B,
-
200 1 ., 3000 .
E . E . L
» =]
21534. &
= . 2000 4 « v, v e
'!=' - . ; L)
' FEN ) L 4 .
=1y . . e el e
. . LY .
e® . 1000 .o~. .
s04°* 8 o . - . -
b L[] e %e . .
» - . @ . .
o de,
0 . T v ~—d ——y 0+
0 4 ] 12 16 2432 4] 50 100 180 200 280
Disease time IL-10 (pgmi)
c 76
-
-
gm- *
& L ]
L]
d s ¢
(¥ - " g
- s . -
= 25 .:%‘.o. .
[ - .‘0 ‘e
-
[ e —— . ,

0 50 10 150 200 2%
L-10{pg/mi)

72



Theolis Barbosa ct. al. Pleural response cvolution in TB

E]G. 2

A
3000 - .
[—d
%, 2000 ogoa .
2 .
= —Roal—
& 1000- oEgh .
—
0 -
actwe regressive
STAGE
B 75
= a
£
B 501 B
&
3
o 90go0a -
Z 5 —mEel— .
a
a ......l
04\.—— .....
active regreseive
STAGE

73



Theolis Barbosa ct. al.

Pleural responsc evolution in TB

% necrosis

It.- 10 (pg/mi)

50
k]
40 -
3
30 o
na n
20 - 8,a
o
“ L}
. — g
1 i i
a
2
n o0 nﬂ —S B0
active regressive
STAGE
250 5
&
2001
ry
A
1507 &
A Fs
s
Y &
100 -i. " & .
' “
50 1:‘ .i.‘ 4
A
b
D T Al T T A
[l 10 20 30 440 <0

% necrosis

74



Theolis Barbosa ct. al.

Pleural response evolution in TB

IL-10 (pg/mi)

250
s
m..
*
*
150
.
100 i -
:
!
- . &
50 : s
-
0 v T
1 2

fibrosis grade

75



2.2.1 NOTAS

Os niveis de TNF-o., IFN-y e IL-12 no liquido pleural de pacientes com pleurite

tuberculosa apresentaram correlagdo significativa, indicando o desenvolvimento de uma

resposta imune celular marcadamente Thl no sitio da infec¢do, associada a uma importante

ativagdo linfocitaria, evidenciada pela presenga de receptor solivel de IL-2 (ITO et al, 1990)

(Tabela 1). As correlagdes mais expressivas foram: TNFo com slL-2R, IFNy, IL-12 e IL-10; e

IL-12 com IFNy, sIL-2R e a subunidade IL-12p40. Outras correlagdes significativas

incluiram: 1L-10 com IL-8 (P= 0,0482) e [FNy (P= 0,0390); e TGFf3 com IL-8 (P=0,0212). A

correlagio negativa observada entre IL-8 e IL-10 pode ter resultado do comportamento

bimodal desta ultima citocina com o tempo de doenga.

Tabela 1. Matnz de corrclagio cntre os niveis de citocinas no liquido pleural de pacientes

com plcuritc tuberculosa.

IL-8 siL-2R
IL-8 -
siL-2R 0.2297 -
TNFux 0.1713 0,5703**
IFNy 0,3271* 0.4063
IL-12 0.1666 0,5564*
TGFj 0,3466* 0.0015
IL-10 -,2781*  0.2931
IL-12p400  -0.2169 0.3209

TNF«

0,7661***
), 4979***
-0.0194
0,3589**
0.0028

IFNy

0.3963**
0.0711
0,2818*
-0.0595

IL-12 TGF IL-10
00506 -

0.1470 02263 -
0,5321** 00112 0.0537

Os valores representam o coeficiente de correlagio de Spearman. *P<0.03: ¥**¥P<0.01: ***P<0.001.

A analise por citometria de tluxo das células do liquido pleural dos pacientes com

pleurite tuberculosa avaliados neste estudo demonstrou uma concentra¢do significativa de

linfocitos T CD4  no compa:.imento pleural em relagdo ao sangue de pacientes com pleurite
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tuberculosa. Esta concentragdo dos linfocitos T CD4  retlete principalmente um aumento no
compartimento pleural das células que apresentam o fenotipo "de memoria” (CD45RO ),
resultados que estdo de acordo com trabathos anteriores na literatura (LUKEY et al, 1996).
Diminuem significativamente no liquido pleural as celulas B (CDI197), bem como os
linfocitos T_CD8 , em especial os que apresentam o marcador CD45RA (indicativo de
auséncia de estimulagdo antigénica prévia). Observamos baixas percentagens de linfocios T
CD45RO™ expressando a cadeia alfa do receptor para IL-2 (CD25) nas c€lulas de oito
pacientes (em amostras congeladas de liquido pleural). Estas percentagens foram mais baixas
do que as percentagens verificadas para a mesma populagdo no sangue. Contudo, as
diferencas observadas ndo foram significativas e ndo podemos descartar a interferéncia do
anticoagulante utilizado na detecgdo e/ou modulagio do receptor. As demais populagdes
celulares ndo apresentaram diferengas percentuais significativas entre o sangue ¢ o liquido
pleural. Também ndo houve diferengas percentuais significativas no liquido pleural em termos
das populagdes de linfocitos T, B e NK, nas fases clinicas consideradas (ativa e regressiva).
Observamos uma fraca correlagdo entre as percentagens de células CD4/CD45RO™ e os
niveis de 1L-12 presentes no liquido pleural (P=0.02, r"=0.22; correlagdo linear de Pearson).
Nenhuma outra correlagdo entre nivels de citocinas ou entre estes e as percentagens de
subconjuntos celulares no liquido pleural foi observada. Estes recultados se contrapdem aos
dados da literatura que sugerem a participa¢do destas celulas na resposta anti-micobacteriana
(AINSLIE er al, 1993; WILKINSON e¢7 al, 1998), e justificam uma investigagdo maior quanto
ao possivel papel das células T CD4 45RO do liquido pleural na resposta imune de pacientes

com pleurite tuberculosa.
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Theolis Barbosa et al. Surrogates of protection in BCG re-vaccinated children

The development of a new vaccine with more reproducible efficacy against tuberculosis (TB)
in substitution of the widely used Bacille of Calmette-Guérin (BCG) has been hampered by
the lack of adequate animal models to assess protection against disease, and by the difficulties
involved in the design of trials to estimate efficacy in exposed populations. The establishment
of surrogate markers of protection against TB may facilitate the selection of new TB vaccine
candidates. We have evaluated the evolution of potential immunological correlates of
protection after BCG re-vaccination of Brazilian school-age children. Namely, we have
studied the tuberculin skin test (TST) response and the cytokine production in finger-stab
derived whole blood cultures stimulated with M. tuberculosis antigen. Prior to BCG re-
vaccination, most of the evaluated children apparently retained the in vitro IFN-y
responsiveness to M. tuberculosis antigen conferred by neonatal BCG administration, in
contrast with null TST response. BCG re-vaccination was able to boost the in vitro production
of IFN-y, especially in previously unresponsive children. No correlations were found between
PPD responsiveness and i vitro cytokine production. OQur data suggest that the [FN-y in vitro
responsiveness to mycobacterial antigens may be used as a candidate 'gold-standard’ for the

evaluation of new TB vaccines.
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INTRODUCTION

Vaccination with the Bacilli of Calmette-Guérin (BCG) has long been applied worldwide to
prevent tuberculosis (TB). The varied degrees of BCG protection estimated in several studies
[1-3] have contributed for divergences as to the importance of BCG vaccine, and also public
health policies for its use [4-6]). Substitute vaccines against TB have been proposed [7-10].
However, expensive trials with large numbers of tested individuals will be necessary to
estimate their efficacy, given the small percentage of infected individuals that develop disease
and the long time of asymptomatic infection in M. tuberculosis-bearing individuals [8,11].
Cost-benefit reasons, and ethical considerations regarding the substitution of the well-known
BCG vaccine for a trial vaccine in large human populations subject to risk of tuberculosis, a
disease relatively difficult to treat, constitute further constraints in TB vaccine development.
The establishment of markers that would correlate with protection against the disease would

largely facilitate the evaluation of candidate new TB vaccines.

The present knowledge about the immune mechanisms involved in mycobacterial killing and
control of tuberculosis should lead to suggestions for candidate immunological surrogates ot
protection [12]. So far, the IFN-y production in peripheral blood cultures stimulated with
mycobacterial antigens. the induction of memory-type/antigen specific T cells, or the capacity
of killing intracellular mycobacteria upon in vitro infection were shown to be augmented in
tuberculosis patients that recover from disease after treatment completion [13], and in BCG
vaccinated individuals [14]. Assuming an important role of memory-type responses in the
control of mvcobactenial infection, and given the enhanced protection conferred by BCG re-
vaccination in populations where single-dose vaccination is effective [15,16], we may
speculate that in re-vaccination settings potential immunological correlates of protection

would undergo a similar booster effect.
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BCG vaccination for children under | vear is obligatory in Brazil since 1976, being usually
administered to neonates [17]. The few studies available point to a protective effect of BCG
neonatal vaccination against tuberculous meningitis in Brazil [18,19]. Based on these findings
and in the assumptions from the literature that indicate a decline in the immune response
conferred _by-BCG vaccination with age, the Brazilian Ministry of Health presently
recommends the re-vaccination of Brazilian school-age children, [17,20]. In 1996, a large
randomized controlled trial was initiated to estimate BCG re-vaccination efficacy against all
forms of the disease, which is currently in progress. In this context, we addressed the
evolution of candidate markers of protection against mycobacteria after BCG re-vaccination
of Brazilian school-age children. Our evaluations included tuberculin skin test and the in virro
production of the cytokines IFN-y, TNF-a and IL-10 upon stimulation of whole blood
cultures with Aycobacterium tuberculosis crude antigen. We show that children initially with
poor IFN-y in vitro responsiveness to mycobacterial antigen presented a significant increase
of IFN-y production after BCG re-vaccination. Also a significant drop was seen in TNF-a in
vitro responsiveness for the population evaluated. These findings would be in agreement with
the current view that a Thl-type response with controlled production of potentially damaging
cytokines would lead to protective immunity against tuberculosis. Our results suggest a
pssible beneticial effect of BCG re-vaccination in Brazilian school age children. and
corroborate the feasibility and value of the measurement of cytokines in whole-blood cultures

stimulated with mycobacterial antigens for the evaluation of candidate TB vaccines.
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METHODS

Blood collection, tuberculin test and BCG re-vaccination. This study was performed in the
context of an ongoing trial to estimate the efficacy of a second dose of BCG at school age.
The popu[ati‘on consisted of children aged 7 to 15 years attending one state school in the
urban area of Salvador (Bahia, Brazil), that was selected for BCG re-vaccination in 1996.
Parents and children were reserved the right to refuse children participation in the study, both
on day zero and eight weeks post-BCG re-vaccination, when blood samples were collected for
analysis. All consenting children with previous BCG vaccination assumed by the presence of
one suggestive BCG scar on day zero were evaluated. Personal data from all participant
children were recorded from the school's registry using a standardized form. All children were

apparently healthy at both sample collection points.

On day zero, children were submitted to digital puncture for blood collection, performed after
local disinfection with 70% ethanol, using a disposable sterile lancet (Inlab, Sao Paulo,
Brazil). This procedure yielded approximately 50 pl of blood. which was collected in a
heparinized capillary tube for micro-hematocrite (75 x | mm, Perfecta Ind. Com. de Laminas
de Vidro LTDA, Sao Paulo, Brazil). Then, the tuberculin test was performed by intradermal
injection of 0.1 ml (2 TU) of punfied protein derivative (PPD RT 23. Statens Serum Institut,
Denmark) on the volar surface of the right arm, with 27G sterile needies. Finally, children
were given BCG re-vaccination (Moreau strain. Fundagio Ataulpho de Paiva, Rio de Janeiro,
Brazil). Forty-eight hours after intradermal injection, the transverse diameters of the
indurations were measured using the palpation method. PPD reactivity was read
independently by two qualified nurses trained according to the procedures trom the
Tuberculosis Control Program of the Brazilian Ministry of Health. In the context of the trial,

double reading was per’>rmed in a sub-sample of 144 children, with high agreement
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(kappa=0.96, P<0.001: Pereira S. M.. personal communication). Children with PPD readings
below 5 mm were considered non-reactors: children with PPD readings ranging from 5 to 9
mm were considered weak reactors and those with PPD readings of 10 mm or above were

classified as strong reactors.

Eight weeks after BCG re-vaccination the children were re-submitted to digital puncture
blood collection and tuberculin test, by the same team, following the procedures above

described.

Whole blood cultures.Blood samples were diluted 1:10 in RPMI medium (GibcoBRL,
Rockville, MD) supplemented with 100 U/ml penicillin and 100 mg/ml streptomycin
(GibcoBRL). Two hundred microliters of diluted blood sample were added to each of two
wells of a flat-bottom 96 well plate (Corning, NY). One well was stimulated with A,
tuberculosis H37Rv culture supernatant filtrate (M. ruberculosis CSF, 10 pg/ml) and one was
teft untreated. Plates were incubated in humidified atmosphere (37°C, 5% CO») for 3 days,
after which culture supernatants were recovered and kept at -20°C until analysis. The method

of whole blood culture for cytokine evaluation has been explored in detail [21].

Ovtokine detection in culture supernatants. IFN-y and TNF-« levels in the supernatants from
whole blood cultures performed on day zero and eight weeks after BCG re-vaccination were
measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), using Duo-Set (Genzyme,
Cambridge, MA) [22]. IL-10 levels were measured using the kit Quantikine (R&D Systems,
Minneapolis, MN). Cytokine evaluation sensitivity in our experiments was 15 6 pg/ml for

IFN-y and TNF-c., and 15 pg/ml for IL-10 [23]. Mear IFN-y levels for non-stimulated wells
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were not significantly different from the detection limit (p=>0.05. Wilcoxon signed rank test)

Mean TNF-a levels for non-stimulated wells reached 192.1 pg/ml (standard deviation, 250.7
pg/ml). TNF-a levels above detection limit for non-stimulated samples are in agreement with
previous reports for whole-blood cultures performed with blood collected by finger-stab {24].
IL-10 levets @'ere not measured in these samples. All results mentioned in this report refer to

cytokine levels in M. tuberculosis CSF-stimulated wells.

Data analyses. Analyses were performed using Corel Quattro Pro (Corel Co. And Corel Co.
LTD, Ontario. Canada) and GraphPad Prism v 3.00 (GraphPad Inc., San Diego, CA).
Comparisons between age groups and low IFN-y versus high IFN-y groups were done using
the Mann Whitney test. Comparisons between pre-BCG re-vaccination versus post-BCG re-
vaccination values were done using the Wilcoxon signed rank test. Tuberculin skin test non-
converters, weak converters and strong converters groups were compared using the Kruskal-
Wallis test. Spearman's correlation coefficients were calculated to assess degree of association

between the parameters studied.
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RESULTS
BCG-vaccinated population

Among the consenting children, enrolled in the same public school in the urban area of
Salvador (Bahia, Brazil), thirteen did not present scar suggestive of previous BCG vaccination
and one had incomplete registry, being excluded from our analysis. One hundred thirty-six
children with tuberculin skin test and blood collection on day zero and eight weeks post-BCG
re-vaccination were evaluated in this study. The children evaluated were 7 to 15 vears old, 57
being boys, and 79 girls (Table 1). No significant differences were found when comparing
sexes for the parameters here evaluated, except for TNF-a levels in post-BCG re-vaccination
cultures. Surprisingly, girls responded with significantly higher post-BCG re-vaccination
TNF-a production than boys (median of 308.9 {0.0 - 1102.0] against 211.3 [0.0 - 838.2] for

boys, p=0.007, Mann Whitney test).
Immunological evaluations prior to BC( re-vaccination

In pre-BCG re-vaccination whole blood cultures, IFN-v levels correlated negatively with
children age (p=0.02, Spearman r = -0.21). Cultures from children with age below median
responded more frequently to antigen challenge in terms of [FN-v production than cultures
from older children (p=0.02, Fig. 1). In cultures with [FN-v levels above the median (52.9
pg/ml. Table 1), the production of this cytokine has correlated positively with TNF-a levels.

as shown in Fig. 2 (p=0.003, Spearman r = 0 28).

However, most children did not respond to the tuberculin test prior to BCG re-vaccination
(Table 1) Nine children were weak reactors (with PPD reaction diameter between 5 and 9

mm), and onlv one child was a strong reactor (with PPD reaction diameter of 10 mm). We
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found a weak correlation between tuberculin reactivity and TNF-« production prior to re-
vaccination (p=0.02, Spearman r = 0.19). No other cytokine evaluated in this study correlated
with skin reactivity against tuberculin (p>0.05, Spearman correlation analyses). There was no
statistically significant difference between tuberculin reactive and tuberculin non-reactive
children in terms of age or the production of IFN-y or TNF-a upon i vitro stimulation with

M. tuberculosis CSF (p>0.05, Mann Whitney test).
Immunological evaluations post-BC( re-vaccination

Eight weeks after BCG re-vaccination, 78% of tuberculin non-reactive children converted to a
positive PPD test (Table 2). Children classified as PPD non-reactors prior to BCG re-
vaccination (Table 1) were subdivided in three categories: children that remained non-reactors
after vaccination (non-converters), children that changed to a skin test response diameter
between 5 and 9 mm (weak converters) and children that converted to a skin test response
diameter of 10 mm or higher (strong converters). There was no difference in post-vaccination
IFN-y, TNF-a or IL-10 /n vitro production among non-converters, weak converters or strong
converters (p>0.05, Kruskal-Wallis one-way ANOVA). No correlations were tound between
PPD reactivity and /n vitro cytokine responses at eight weeks after BCG re-vaccination

(p>0.05, Spearman correlation analysis)

Given the central role that IFN-v plays in the immune response against mycobacterial
infection, we have subdivided the evaluated children in two groups. according to their in vitro
capacity of producing this cvtokine in response to stimulation with A tuberculosis CSF prior
to re-vaccination. This strategy was used to verify whether BCG re-vaccination had improved
the IFN-y response to iz virro challenge with M. ruberculosis CSF antigen, and for which
group re-vaccination had been most beneficial. The = low IFN-v ™~ group was composed of

children with pre-BCG re-vaccination IFN-v levels below the population median (52.9 pg/mi,
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Table 1), and the ™ hi IFN-y 7 group consisted of children with IFN-v levets above this

median.

After BCG re-vaccination, 72% (45 out of 62) children classified in the low IFN-y group

presented increased IFN-vy production upon in vitro challenge with AL, tuberculosis CSF,

leading to a significant improvement in IFN-v response (Fig 3A). Median IFN-y production

before re-vaccination increased from near detection limit (12.2 pg/mi) to 46.2 pg/ml post-
BCG revaccination levels (p<0.0001, Wilcoxon signed rank test). In contrast, only 35% of the
children classified in the hi IFN-y group (21 out of 60) have presented increased in vitro
responsiveness to M. ruberculosis CSF after BCG re-vaccination. The remaining have either
maintained similar or decreased capacity of producing IFN~y upon in vitro stimulation
(p>0.05, Wilcoxon signed rank test, Fig 3B). The observed increase in IFN-y in vitro levels by
previously unresponsive children was not associated with TNF-a or IL-10 production. Post-
BCG re-vaccination IFN-y response did not correlate with TNF-a production; neither tor the
whole population studied, nor considering low IFN-y versus hi IFN-y groups separately
(p>0 05, Spearman correlation analysis). On the other hand, there was no significant
difference between low IFN-y versus hi IFN-v children when comparing post-BCG re-
vaccination IL.-10 levels (p>0.05. Mann Whitney test, Fig 3C). On the other hand, TNF-a
levels presented a significant positive correlation with IL-10 levels in post-BCG re-
vaccination cultures (p=0.003, Spearman r = 0.53; Fig. 4). TNF-o. levels have diminished in
post-BCG re-vaccination cultures from 65% (78 out of 120) children evaluated. Median TNF-
a production decreased from 335.5 pg/ml before re-vaccination to 264.6 pg/ml post-BCG
revaccination levels (p=0.002, Wilcoxon signed rank test, Tables | and 2). As mentioned

above, girls responded with significantly higher post-BCG re-vaccination TNF-a production
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than boys; therefore the observed decrease in TNF-c responsiveness may have been more

accentuated in boys than in girls.

DISCUSSION

Tuberculosis has been considered a global epidemic, and major efforts have been drawn to the
design of new vaccines that may consistently induce protection against TB worldwide
[25.26]. The evaluation of vaccine protection is complicated by the lack of animal models that
accurately mimic human TB, and by the lengthy, low rate development of disease [12]. In the
present work, we suggest that the study of the immune response boosting in BCG re-
vaccinated populations can be applied to establish potential surrogate markers of protection

for pre-selection of TB candidate vaccines.

Increased IFN-y production upon /in vitro challenge with mycobacterial antigen is presently
considered one putative "gold-standard” for the evaluation of protective immunity in TB
infection [12]. We show that detectable pre-BC( re-vaccination I[FN-v levels above threshold
were tound in whole blood cultures from approximately 70% of the children evaluated. and
were more common in cultures from children with age below the median (11 years). [FN-y
and TNF-« in vitro levels presented a positive correlation, what may indicate the capacity of
mounting a Thl-type response against mycobacteria in these individuals. These findings
suggest a possible protective etfect of BCG prime vaccination in Brazii, for children 7 to 15

vears old.

PPD reactivity has been correlated with protection [27,28], and is currently regarded both as a
marker for correct BCG vaccination {29] as well as to diagnose TB infection [30]. PPD

reactivity inducea by BCG vaccination/re-vaccination is regarded as a confounding factor in
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early TB detection [31]. On the other hand. studies evaluating PPD reactivitv in BCG
vaccinated children suggest that only tuberculin skin reaction diameters above 16 mm should
be considered indicative of TB infection in vaccinated populations {32]. In our study
population. only one child presented a skin test reaction diameter higher than 10mm, and nine
PPD reactive children had tuberculin reactions between S and 10 mm. We suggest therefore
that the immune responses assessed in our study population may reflect a residual immune
response elicited by earlier BCG vaccination, rather than the result of a latent TB infection
Accordingly with this view, in our study PPD reactivity did not correlate with in vitro [FN-v
responsiveness, contrary to the findings from previous studies with non-BCG vaccinated
individuals in Malawi [33] and with BCG-vaccinated volunteers in Sweden [34]. In both
studies a combination of strong tuberculin sensitization and high levels of IFN-y in vitro
production upon stimulation with M. (ubercuiosis antigens was associated either with latent

infection or the exposure to environmental mycobacteria.

Previous studies have documented the decline of PPD response with age in BCG vaccinated
populations. and associated this phenomenon with a concurrent decline of specific immunity
conferred by BCG vaccination [35,36]. We have demonstrated a persistent [FN-v response in
the lack of PPD reactivity, especially in children 7 to 10 years old. Moreover, given that more
then half of the children evaluated presented an IFN-v responsiveness above threshold. the
decline of the efficacy of BCG with age may be less abrupt than the estimates reported based
on PPD responsiveness. These results are also in agreement with the notion that PPD reaction
induced after BCG vaccination may not be indicative of the degree of protection against TB
[37]. We observed however a high variability of the IFN-v responsiveness among the children
evaluated, even in the group of children between 7 and 10 years of age. In spite of being
mandatory in Brazil since the late 70's, BCG vaccination coverage estimates for children
under | year of age in the study area were inferior to 80% before 1990 [38]. Given those
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estimates, we cannot rule out that some of the children that presented high in vitro 1FN-v

responsiveness prior to BCG re-vaccination may have been vaccinated later in life.

After BCG re-vaccination, most of the children have converted to a positive tuberculin skin
test, but no correlations were found between tuberculin reaction diameter or skin test
convers'ion and cytokine production upon in vitro antigen challenge post-BCG re-vaccination.
We cannot rule out that tuberculin sensitization at the first evaluation may have contributed

significantly for the observed increase in skin test responsiveness eight weeks post-BCG re-

vaccination, as previously shown [39].

BCG re-vaccination was able to increase IFN-v production in whole blood cultures of children
with low IFN-y in vitro levels prior to BCG re-vaccination. A decrease in the TNF-o response
to mycobacterial antigens was also demonstrated for all children evaluated. Diminished TNF-
o production was shown to have a beneficial effect in the control of TB infection [40,41] and
may be particularly important to prevent severe pulmonary disease [42]. Cheng and co-
workers have failed to demonstrate differences in [FN-y and TNF-a in vitro activity eight
weeks post-BCG vaccination between individuals from populations with distinct estimates of
protection against TB [14]. This could be due to the small number of individuals assayed in
this study. In our study, the differences found pre- and post-BCG re-vaccination may have
been influenced by a booster effect of re-vaccination. BCG re-vaccination has been shown to
improve the protection against leprosy [43], and a recent report demonstrated increased in
vitro IFN-v response to M. /eprae crude antigen associated with lower TNF/IL-10 ratio in
exposed leprosy contacts without disease upon BCG re-vaccination [44]. In our study it was
not possible to evaluate the changes in [L-10 production upon BCG re-vaccination of the

participant children. However, we have found a positive correlation between post-BCG re-
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vaccination TNF-o levels and IL-10 production, which would be in agreement with a possible

role for IL-10 in the modulation of TNF-a response [45].

BCG vaccinated individuals have been shown to mount an efficient i vitro response to
challenge with viable bacilli or mycobacterial antigens [46-48]. Even studies with vaccinated
individL;als from areas where BCG has apparent null efficacy against TB demonstrate a Thl-
type immune response with strong cytotoxic activity against the bacilli /n vifro [14].
Apparently, in such populations BCG cannot boost protection further than that conferred by
previous exposure to environmental mycobacteria, as seen in animal models [49,50]. On the
other hand, current estimates of BCG protection against mycobacterial disease have been
criticized for not taking into account the decrease in disease severity upon BCG re-
vaccination [51], which may undervalue its importance in TB control. The design of a better
vaccine against TB may actually imply the improvement or overpowering of the observed
effects of BCG on the immune response to mycobacterial antigens. In this context, we show

that repeated BCG vaccination of Brazilian school-age children induces an in vitro response

in agreement with present models of protective immunity against mycobacterial diseases.
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FIGURE LEGENDS

Fig 1 Pre-BCG re-vaccination IFN-v levels in finger stab-derived whole blood cuitures
stimulated with M. tuberculosis CSF, according with children age. Open squares, levels in
cultures from children up to eleven years old; closed squares, levels in cultures from children

12 to 15 years old.

Fig 2 Correlation between [FN-y and TNF-a production in pre-BCG re-vaccination finger
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