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RESUMO

A resposta imune contra a tuberculose ¢ mediada por uma resposta do tipo Thl, com a
producdo de IFN-y, citocina fundamental para a ativagdo dos macrofagos e,
consequentemente para a eliminagdo do bacilo. Vérios fatores podem estar
relacionados com a resisténcia a tuberculose. Neste trabalho, foi avaliado o impacto
das células T reguladoras na resposta imune contra o0 Mtb em infec¢des de amostras de
sangue total e CMSP de individuos positivos para o teste com PPD (PPD+) e
negativos ao teste com PPD (PPD-). Além disso, avaliamos também se o perfil de
resisténcia dos isolados de Mtb tem relacdo com o perfil de citocinas secretadas, com a
frequéncia de células T reguladoras e com sua capacidade proliferativa em culturas de
sangue total e CMSP dos individuos estudados. Para isso, foram arrolados 22
voluntarios saudaveis. Desses individuos, 11 eram PPD+ e 11 eram PPD-. Foram
também utilizados 12 isolados de Mtb, sendo 6 sensiveis e 6 resistentes a drogas anti-
tuberculose. Nao foram encontradas diferengas entre os perfis de resisténcia dos
isolados de Mtb e os pardmetros avaliados. O nimero de células T reguladoras
encontrado nos individuos PPD+ foi maior em relagdo aos PPD- e a presenca dessas
células afetou negativamente o efeito microbicida nas culturas de sangue total de
individuos PPD+, nas quais os isolados de M. tuberculosis proliferaram mais. Quando
foram feitas infeccdes com isolados de Mtb em culturas de CMSP nas quais as células
T reguladoras foram depletadas uma diminuicao na proliferacdo do Mtb foi encontrada
tanto nas amostras de individuos PPD+ quanto PPD-. Essa alteragdo na proliferacao do
Mtb foi acompanhada de maiores niveis de INF-y, IL-2, IL-10 ¢ TNF-a em relagdo as
culturas de CMSP na presenga das células T reguladoras. Os resultados desse trabalho
sugerem que a pré-exposicao ao Mtb, evidenciada pelo teste positivo com o PPD, pode
aumentar o numero de células T reguladoras que, por sua vez, podem prejudicar a

resposta imune protetora contra a tuberculose nos individuos PPD+.



ABSTRACT

Immunity against tuberculosis depends on the establishment of an effective Thl
response, with IFN- production, a pivotal cytokine to the activation of macrophages
and bacilli destruction. It is known that several factors are related to the host’s
resistance to tuberculosis. In the present work, the influence of T regulatory cells
(Tregs) in the immune response against Mtb was evaluated in whole blood and PBMC
cultures from tuberculin skin test positive (TST+) and tuberculin skin test negative
(TST-) individuals. Paralelly, we also evaluated if different levels of resistance to
anti-mycobacterial drugs displayed by different Mtb clinical isolates could interfere
with the cytokine profile, Tregs frequency, and with its proliferative capacity on both
PBMC and whole blood cultures from TST+ and TST- subjects. Twenty-two healthy
volunteers were invited to participate in our study, 11 TST+ and 11 TST-. Twelve
Mtb clinical isolates were used, 6 drug-resistant and 6 drug-susceptible. Our data
shows that differences in drug susceptibility did not affected any of the evaluated
parameters. In the other hand, TST status correlated with differences in Treg
frequencies, which was significantly elevated among TST+ when compared to TST-
subjects. The increase in Tregs was also associated with a decrease in the
microbicidal effect observed in whole blood cultures from TST+, when compared to
TST-. This association was confirmed through the depletion of Tregs, which restored
the microbicidal activity and an increase in IFN-, IL-2, IL10, and TNF- when
compared to undepleted cultures. Data presented here supports the hypothesis that
pre-exposure to MTB, represented by a positive TST result, may increase the number
of Treg cells, which in turn could affect negatively the establishment of a protective

immunity against TB in TST+ individuals.
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1. INTRODUCAO

1.1. Historico da Tuberculose

A Europa, com a explosdo populacional no segundo milénio D.C. e com o
crescimento dos grandes centros urbanos, tornou-se o foco inicial de varias epidemias
de TB ocorridas nos séculos XVI e XVII. Essa doenga atingiu seu auge na Europa na
primeira metade do século XIX, e estima-se que 25% dos europeus morreram devido
a TB. Na segunda metade do século XIX, a taxa de mortalidade por TB diminuiu,
principalmente devido a melhora na condigdo sanitaria e habitagdo. Também supdem-
se que a selecdo natural de individuos resistentes a TB pode ter tido um papel
importante na diminui¢do da incidéncia dessa doenca no século XIX, mas a queda foi
muito rapida para ser explicada por esses fatores (LIPSITCH and SOUSA, 2002).
Imigrantes europeus levaram a doenga para o Mundo Novo, no entanto a taxa de
mortalidade nunca chegou aos niveis encontrados anteriormente na Europa.
Provavelmente, medidas de saude publica também tiveram importancia na contengdo
da taxa de mortalidade (SMITH 1., 2003).

A morbidade e mortalidade por TB caiu progressivamente durante o século XX nos
paises em desenvolvimento, devido a melhora nas praticas de satde publica e o uso
generalizado da vacina BCG, bem como pelo desenvolvimento de antibidticos na
década de 50. Essa tendéncia de queda acabou e o nimero de novos casos comegou a
aumentar em meados da década de 80. As principais causas para isso foram o
aumento de pessoas vivendo nas ruas, a pobreza nos paises em desenvolvimento, a
emergéncia de cepas de Mtb multidroga resistentes (MDR) e da AIDS, que prejudica
a resposta imune mediada por células em individuos co-infectados (FRIEDEN et al,
1995).

Ao longo dos séculos, varios pesquisadores descreveram as varias formas de TB e
procuraram compreender a origem da doenga a fim de melhorar seu diagnéstico, sua
prevencao e sua cura. No entanto, somente em 1882, Robert Koch descreveu o agente
etiologico da TB Mycobacterium tuberculosis (Mtb), ficando também conhecido

como bacilo de Koch (KOCH R., 1882).
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1.2. Epidemiologia da Tuberculose

Apesar dos avancgos cientificos e tecnoldgicos a tuberculose (TB) ainda ¢ a doenca
bacteriana que mais mata no mundo, o que a faz um grave problema de satde publica
e seu controle ou erradicacdo um grande desafio para o século 21. A Organizacao
Mundial de Saude estima que a TB acometeu 9,27 milhdes de pessoas no mundo em
2008. Além disso, mais de 1,5 milhdes de oObitos anuais sdo devido a essa doenca
(WHO, 2009). A Asia teve 55% dos casos ¢ a Africa 31%. As Américas e a Europa
tiveram uma pequena fracdo dos casos. No Brasil, estima-se que o nlimero de casos
novos ¢ aproximadamente 92.000/ano, e a taxa de mortalidade estd em torno de

8.400/ano (WHO, 2009).
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Figura 1. Taxas de incidéncia de tuberculose estimadas em 2008. (WHO, 2009).

O aumento na incidéncia de TB, a partir de 1990, tem sido relacionado ao
aparecimento da epidemia de AIDS/infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), a qual facilitou que pessoas portadoras do bacilo (infec¢do latente), quando
infectadas pelo HIV, ativassem ou re-ativassem a infec¢do pelo bacilo, vindo a
desenvolver a tuberculose (SILVA et al, 2004). Outro fator que contribuiu pra esse
aumento do numero de casos de TB ¢ a emergéncia de cepas MDR as drogas
normalmente utilizadas no tratamento anti-tuberculose (YOUNG et al, 2008).

Em 2007, foram notificados 511.000 casos de tuberculose MDR (MDR-TB) no
mundo. Dentre esses, 289.000 (56,5%) eram novos casos ¢ 221.000 (43,5%) eram
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casos que tinham sido previamente tratados para TB. No Brasil, entre os novos casos
de TB, 0,9% eram MDR-TB, e entre os casos de TB previamente tratados, 5,4% eram
MDR-TB (WHO, 2009).

1.3. Biologia do Bacilo

O Mtb, como as demais micobactérias, ¢ classificado como bacilo alcool-acido
resistente, pois quando coradas com carbol-fucsina ndo podem ser descoradas com
acido ou alcool. Este fendmeno se deve ao fato de sua parede celular ser rica em
lipideos, os quais contribuem para a resisténcia da micobactéria a estresses

ambientais, como o ressecamento (TORTORA et al, 2000).
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Figura 2. Micrografia eletronica do M. tuberculosis (quadro a esquerda). O quadro a
direita demonstra esquematicamente os principais constituintes da parede celular do
género Mycobacterium.

Fonte: www.cbc.ca/story/science/national/2006/03/17/tb-who060317.html

A parede celular e o envelope micobacterianos sdo estruturas extremamente
complexas contendo varias proteinas, lipideos e carboidratos. Alguns sdo encontrados
somente na micobactéria patogénica, sendo bons alvos para futuras investigacdes
(SMITH 1, 2003). Dentre seus componentes podemos destacar alguns como: o
lipoarabinomanana (LAM) e o acido micolico.

O LAM ¢ um glicolipideo complexo e ¢ um dos principais componentes da parede
celular do Mtb (HUNTER et al, 1986). Essa molécula tem sido descrita como
importante imunomodulador, sendo capaz de eliminar radicais intermedidrios do
oxigénio (ROIs) in vitro e inibir a proteina quinase C do hospedeiro, e
consequentemente proteger a micobactéria de mecanismos potencialmente letais,

como a explosdo respiratoria (CHAN et al, 1991).
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O 4cido micolico também ¢ um componente importante na parede celular do Mtb,
tendo varios papéis na patogenicidade micobaceriana. Ele pode atuar inibindo a
migracdo de leucocitos (BLOCH et al, 1950) e também pode estar envolvido na
formag¢do do granuloma (KANEDA et al, 1986). O anel ciclopropano, presente na sua
molécula, contribui para a integridade estrutural da parede celular (GEORGE et al,
1995) e protege o bacilo do estress oxidativo (YUAN et al, 1995).

Além das que compdem a parede celular, outras moléculas sdo importantes na
determinagdo da viruléncia do Mtb. Algumas delas sdo secretadas pelo bacilo como a
ESAT-6 (Early Secretory Antigenic Target -6 kDa) e a CF-10, que sdo antigenos
reconhecidos no soro da maioria dos pacientes com TB (SKJOT et al, 2000). Uma
mutacdo em ambos os genes que codificam essas proteinas no M. bovis resulta em
severa atenuagdo em modelo experimental suino de infeccdo, com diminui¢do da
carga bacteriana no bago (WARDS et al, 2000). A enzima KatG (catalase-peroxidase)
também ¢ secretada pelo Mtb e exerce fung¢do importante na degrada¢ao de ROIs e na
ativagdo da pro-droga isoniazida, que atua inibindo a biossintese do 4cido micolico
(MARCINKEVICIENE et al, 1995). Portanto, mutacdes no gene que codifica essa
proteina (katG) estdo relacionadas com a resisténcia a esse antibiotico, que € um dos

utilizados no tratamento da TB (SILVA et al, 2003).

1.4. Tratamento da Tuberculose

A primeira linha de tratamento ¢ composta pelas drogas isoniazida, rifampicina,
pirazinamida, etambutol e estreptomicina, enquanto as drogas etionamida, acido
paraaminosalicilico, cicloserina, tiacetona, claritromicina, levofloxacina e amicacina
fazem parte da segunda linha de tratamento (WHO; 2009).

O tratamento da TB vem sendo dificultado de forma crescente pela presenca de cepas
multidroga resistentes (FRIENDEN et al, 1993). A resisténcia in vitro a isoniazida e
rifampicina simultaneamente leva a geracdo de cepas multidroga resistentes segundo
o critério internacional (CASTELO et al, 2004). No entanto, no Brasil considera-se
multidroga resistente o bacilo que apresenta resisténcia in vitro a isoniazida,
rifampicina e a uma terceira droga dos esquemas de tratamento padronizados
(CASTELO et al, 2004). A resisténcia a rifampicina, também utilizada no tratamento
da TB, tem sido relacionada a mutagdes no gene rpoB (TELENTI et al, 1997).

Recentemente foram observadas inimeras mutagdes no gene pncA em linhagens de
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M. tuberculosis, que podem servir como um indicador de resisténcia a outra droga
anti-tuberculose, a pirazinamida (MORLOCK et al, 2000).

O fendmeno de resisténcia a drogas anti-tuberculose pode ser classificado em
resisténcia natural, resisténcia primaria e resisténcia secundaria ou adquirida. A
resisténcia primaria ocorre quando ha a transmissdo de cepas resistentes de Mtb de
um doente portador de tuberculose resistente para um individuo sem histéria de
tratamento para a TB (PABLOS-MENDES et al, 1998). J4 a resisténcia secundaria ou
adquirida ocorre pela selegdo de bacilos resistentes, que pode ser causada por
quimioterapia inadequada para tratar bacilos sensiveis; erros na prescri¢ao e falta de
medicamentos tuberculostaticos; absor¢cdo intestinal deficiente; abandono de
tratamento ou falhas em diferentes processos do programa de controle da tuberculose,
selecionando-se mutantes resistentes que predominam sobre as populagdes sensiveis
que sdo eliminadas pela acdo dos medicamentos (MINISTERIO DA SAUDE, 2005;
ROM and GARAY, 1996).

A resisténcia apresenta padrdes muito distintos entre os paises, sendo
predominantemente primaria nos paises desenvolvidos, com aparecimento de surtos
localizados em ambientes intra-hospitalares, associada a co-infec¢do TB/HIV, e aos
movimentos migratdrios. J& nos paises em desenvolvimento que apresentam piores
condi¢des socio-econdmicas, padrdo endémico de TB com altas taxas de prevaléncia
associado a infeccdo pelo HIV, observa-se predominio da resisténcia adquirida
(MINISTERIO DA SAUDE, 2005; ROSEMBERG et al, 1999; MINISTERIO DA
SAUDE, 2002).

1.5. Resposta Imune na Tuberculose

Na grande maioria das vezes (85% dos casos) a TB se manifesta como uma doenga
pulmonar, sendo as vias aéreas superiores a porta de entrada do microorganismo e
principal foco da infec¢do. A histéria natural da TB sugere que a maioria dos
individuos ¢ resistente a infeccdo, provavelmente devido a capacidade de gerarem
uma resposta imune eficaz contra o Mtb, a qual ¢ clinicamente comprovada através do
teste intradérmico positivo ao PPD (Purified Protein Derived), porém essa resposta ¢
incapaz de esterilizar completamente a lesdo. Dentre as pessoas expostas a
micobactéria, 10-30% se tornam infectadas porém, em apenas 5 a 10% destes
individuos a infec¢do progride, transformando-se em TB ativa (NORTH and JUNG,
2004).
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1.5.1. Resposta Imune Inata

A TB se estabelece quando particulas de aerossol contendo bacilos viaveis de Mtb sdo
inaladas e chegam aos alvéolos pulmonares do individuo. As células fagociticas
exercem um papel fundamental nesse momento da resposta, pois englobam os bacilos
para posteriormente direcionar a resposta imune adaptativa através da apresentagao de
antigenos micobacterianos para as células T, expressdo de sinais co-estimuladores e
de citocinas (LANZAVECCHIA and SALLUSTO, 2000; HELDWEIN and
FENTON, 2002).

Os macrofagos alveolares (M@s) sdo o primeiro tipo celular envolvido na fagocitose
inicial do Mtb. Apds esse primeiro encontro, as células dendriticas (DCs) e os
macrofagos derivados de mondcitos também passam a participar no processo
fagocitico (HENDERSON et al, 1997; THURNHER et al, 1997). O reconhecimento e
a fagocitose do Mtb envolvem diferentes receptores dos fagocitos, os quais podem se
ligar ao Mtb ndo opsonizado ou reconhecer opsoninas na superficie do Mtb. Apds a
opsonizagdo com o fator do complemento C3, por exemplo, o bacilo pode ser
fagocitado por macrofagos do hospedeiro através do reconhecimento por receptor do
complemento 1 (CR1), CR3 e CR4 (ADEREM and UNDERHILL, 1999; HIRSCH et
al, 1994).

No entanto, o receptor melhor caracterizado para fagocitose do Mtb ndo mediada por
opsoninas ¢ o receptor de manose (MR), o qual reconhece residuos manose terminais
na micobactéria (SCHLESINGER, 1993; SCHLESINGER et al, 1996). Quando a
fagocitose pelos CRs e MR ¢ bloqueada, os M@s também podem internalizar o Mtb
pelo receptor scavenger tipo A (ZIMMERLI et al, 1996).

Os TLRs (Toll-like receptors) também estdo envolvidos no reconhecimento
micobacteriano em M@s e DCs (MEDZHITOV et al, 1997; VISINTIN et al, 2001).
Os receptores da familia TLR sdo proteinas trans-membrana e seu dominio
citoplasmatico ¢ homologo ao dominio sinalizador do receptor IL-1 (IL-1R) se
ligando a IRAK (quinase associada ao IL-1R), a serina quinase que ativa fatores de
transcricdo como o NF-kf que, por sua vez, sinaliza a produgdo de citocinas pro-
inflamatorias (DOHERTY and ARDITI, 2004).

Resultados de estudos in vitro indicam que o Mtb ¢é reconhecido por vérios TLRs,

incluindo TLR- 2/1/6, TLR-4 ¢ o TLR-9 (HELDWEIN and FENTON, 2002;
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QUESNIAUX, 2004), e demonstram a ocorréncia de uma variagdo na expressiao
desses receptores em monocitos apds infeccdo ou estimulacdo com lipideos de
diferentes cepas de Mtb (ROCHA-RAMIREZ et al, 2007). Entre os lipideos presentes
nas micobactérias que podem estar associados a modulagdo da célula do hospedeiro
estdo o analogo do fosfatidil inositol trifosfato, o fosfatidil inositol lipoarabinomanana
e o lipoarabinomanana (LAM), os quais aparentam contribuir na inibi¢do tanto da
maturagdo do fagossoma quanto do aumento da concentragdo de Ca" citoplasmatico
no macrdofago apds o englobamento da micobactéria (FRATTI et al, 2003).

O receptor TLR-2 trabalha como heterodimero com TLR-1 ou TLR-6 em um
complexo com CD36 para reconhecer lipopeptideos com estruturas distintas e se liga
a diversos produtos micobacterianos, incluindo LAM, lipideos e lipoproteinas
(MEANS et al, 1999; BRIGHTBILL et al, 1999; JONES et al, 2001). Uma mutacao
no gene que codifica o TLR-2 inibe de maneira especifica a inducdo da producdo de
TNF-a (Tumoral necrosis factor- o) pelo Mtb, essa inibicdo ¢ incompleta, sugerindo
que, além do TLR-2, outros TLRs podem estar envolvidos (UNDERHILL et al,
1999).

Em modelos in vitro foi demonstrado que o ligante de TLR-4 pode ser um fator
termolabil ainda ndo definido associado ao Mtb (MEANS et al, 1999; MEANS et al,
1999). J& o TLR-9 se liga a dinucleotideos CpG presentes no DNA bacteriano
(KORBEL D.S., 2008).
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Figura 3. Ligacdo entre a resposta imune inata e adquirida. MTB ¢ incorporado pelos
fagossomas (P) de APCs por algum dos diversos receptores, o que parece ter inpacto na
sinalizacdo subseqiiente. A sinalizacdo dependente dos TLRs ¢ estimulada pela
associacdo dos TLRs com moléculas do patégeno presentes na superficie celular bem
como nos fagossomas. Fragmentos antigénicos sdo processados e apresentados por
MHC de classe II para células T que podem entdo ser ativadas recebendo sinais co-
estimuladores apropriados pela ligacdo dos receptores de células T (CD28 e CTLA-4)
com CDS80 (B7.1) ou CD86 (B7.2) que sdo expressos pelas APCs. A sinalizagdo
normal dos TLR via MyD88 resulta em rapida e potente producdo de citocinas tipo
Thl, que sdo essenciais para uma resposta imune inata afetiva e também tem um
grande impacto na imunidade adaptativa subseqiiente pelos seus efeitos na ativagdo e
maturacdo das células T. Células T e NK ativadas expressam [FN-y que estimula APCs
ativadas a continuarem a produzir citocinas tipo Thl. Porém, na auséncia de MyD88 a
expressdo de citocinas tipo Thl ¢ comprometida e citocinas tipo Th2 podem
predominar. Ag, antigeno; APC, células apresentadoras de antigeno; CTLA-4,
cytotoxic T lymphocyte-associated 4; IFN-y, interferon gamma; IL, interleucina; iNOS,
inducible nitric oxide synthase;, MHC, major histocompatibility complex; MTB,
Mycobacterium tuberculosis; MyD88, myeloid differentiation factor 88; NF-kB,
nuclear factor kappa-B; NK, natural killer; TGF, transforming growth factor beta;
TLR, toll like receptor; TNF-a, tumor necrosis factor alpha. (DOHERTY and
ARDITI, 2004).
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Apds o reconhecimento e fagocitose do Mtb, o M@ precisa ser ativado para matar o
bacilo. Produtos de linfocitos, principalmente IFN-y (interferon gamma) (GUTIERREZ
et al, 2004; SINGH et al, 2006), e citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-a, sdo
importantes para essa ativacdo (VALONE et al, 1988). Além disso, a vitamina D
parece estar envolvida nesse processo. Essa vitamina induz a expressdo de catelicidina
(LL37), a qual possui atividade anti-micobacteriana (LIU et al, 2006).

Possiveis mecanismos envolvidos na morte do Mtb nos fagolisossomas de MJs
ativados incluem a produg¢do de intermedidrios reativos do oxigénio (ROIs)
(BERRINGTON and HAWN, 2007) ou intermedidrios reativos do nitrogénio (RNI)
(DING et al, 1988; AXELROD et al, 2008). Porém, em alguns experimentos in vitro,
a micobactéria parece resistente a morte por ROIs, como superdxido e peroxido de
hidrogénio (CHAN et al, 1992). Uma possivel explicacdo para isso ¢ o fato de varios
produtos micobacterianos, incluindo LAM, serem capazes de eliminar ROIs (CHAN
et al, 1991; NEILL and KLEBANOFF, 1988; PABST et al, 1988). O papel dos RNIs
na TB permanece incerto. M@s humanos infectados com M. bovis BCG in vitro
provocam aumento do mRNA para iINOS (inducicle nitric oxide synthase), e a
inibi¢do da iNOS ¢ seguida de maior crescimento bacteriano (NOZAKI et al, 1997).

A apoptose de células fagociticas pode constituir outro mecanismo efetor do
hospedeiro infectado para limitar o crescimento do Mtb (KEANE et al, 1997;
PLACIDO et al, 1997). Em um estudo foi observado que a expressdo de uma proteina
da familia da Bcl-2, uma molécula anti-apoptdtica, foi induzida pela infec¢ao por Mtb
favorecendo a sobrevivéncia do bacilo em macrofagos infectados (SLY et al, 2003).
Portanto, a apoptose pode prevenir a disseminacao da infec¢do e, além disso, reduzir a
viabilidade da micobacteria intracelular, enquanto a necrose de células infectadas ndo
(MOLLOY et al, 1994).

Outros tipos celulares também estdo envolvidos na resposta ao Mtb. Apesar de seu
papel ainda ndo ter sido esclarecido, os neutrofilos podem contribuir para a morte do
bacilo (BORWN et al, 1987; JONES et al, 1990). De maior relevancia pode ser a
contribuicdo dos linfécitos Tyd que, assim como as células NK (Natural Killer)
possuem atividade citotoxica contra M@s infectados. Seus granulos contém
granulisina, uma molécula que altera a integridade da membrana micobacteriana e,
portanto, mata o Mtb (KAUFMANN S.H., 1999; STENGER et al, 1998). Os
linfocitos Tyd proliferam durante o inicio da infec¢do pelo bacilo (HAYDAY and

TIGELAAR, 2003), e além de apresentarem atividade citotoxica também estimulam a
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atividade microbicida dos M@s ao produzirem a citocina IL-17 (LOCKHART et al,
2006; UMEMURA et al, 2007).

1.5.2. Resposta Imune Adaptativa

As respostas imunes inata e adaptativa estdo estritamente relacionadas, e os MOQs e
DCs exercem um papel crucial no inicio da resposta imune adaptativa (HELDWEIN
and FENTON, 2002). Trés processos sdo necessarios para o inicio dessa resposta: a
apresentacao do antigeno, a co-estimulagdo e a producao de citocinas.

A apresentacdo de antigenos pelos MOs e DCs envolve mecanismos distintos. As
moléculas de MHC (Major Histocompatibilidy Complex) de classe Il apresentam
peptideos micobacterianos para as células T CD4" antigeno-especificas. Esses
antigenos devem ser processados no fagolisossoma das células apresentadoras de
antigenos (APCs) (NOSS et al, 2001). J4 as moléculas de MCH de classe I, expressas
em todas as células nucleadas, sdo capazes de apresentar peptideos micobacterianos
para as células T CD8" antigeno-especificas. Esse mecanismo permite a apresentaco
de antigenos citosolicos, o que pode ser importante para certos antigenos
micobacterianos que podem, de alguma maneira, escapar do fagossoma
(MAZZACCARO et al, 1996). A importancia da apresentagdo de antigenos mediada
por MCH de classe I tem sido demonstrada em pacientes com TB (CHO et al, 2000;
GELUK et al, 2000).

A molécula CDI1, também expressa nas APCs, ¢ capaz de apresentar lipoproteinas
para células T restritas a CD1. Esse mecanismo de apresentacdo ndo permite a
ativacdo de uma grande quantidade de células T nos estagios iniciais da infec¢ao
(PORCELLI and MODLIN, 1999). Ja foi observado que a expressao de CD1 nos
M@s infectados com Mtb diminui, o que pode reduzir a apresentagdo de antigenos
lipidicos do bacilo para as células T (STENGER et al, 1998).

A expressdo das moléculas apresentadoras de antigenos ¢ também um processo
dindmico, que ¢ regulado por citocinas. Enquanto citocinas pro-inflamatdrias (tipo
Thl) estimulam a expressdo dessas moléculas, as citocinas anti-inflamatérias (tipo
Th2) inibem essa expressao (GERCKEN et al, 1994, PANCHOLI et al, 1993).

A apresentacdo de antigenos so6 resulta em estimulagdo das células T quando
acompanhada de sinais co-estimuladores. Os mais bem conhecidos sinais co-
estimuladores para células T sdo induzidos apds a ligagcdo das moléculas CD80 (B7.1)

e CD86 (B7.2) aos receptores CD28 e CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte-associated 4)
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nos linfocitos, respectivamente (TEIXEIRA et al, 2007). Na auséncia dos sinais co-
estimuladores, a apresentacdo de antigenos pode levar ao aumento da apoptose de
células T (HIRSCH et al, 2001; HIRSCH et al, 1999).

A produgdo de citocinas por M@s e DCs também ¢ essencial para a estimulagdo das
células T (OPPMANN et al, 2000). Determinadas citocinas produzidas sdo cruciais
para o desenvolvimento de uma resposta celular inflamatéria do tipo Thl, que
contribui para a limitacdo da infec¢do pelo Mtb (COOPER et al, 2007). Dentre elas
podemos destacar: TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-12.

A secrecdo de TNF-a por M@s e DCs estimulados com Mtb tem papel importante na
formag¢do do granuloma (KINDLER et al, 1989; SENALDI et al, 1996) e na ativacao
de outros MOs (VALONE et al, 1988). Em pacientes com TB, ha produ¢do de TNF-a
no local da infeccdo (BARNES et al, 1993; CASARINI, et al 1999). Foi demonstrado
o aumento da susceptibilidade a TB ap6s o bloqueio da acdo do TNF-a através do uso
de anticorpos monoclonais, como o Infliximabe, para tratamento da artrite reumatdide
¢ doenca de Crohn (KEANE et al, 2001).

A segunda citocina pro-inflamatoéria envolvida na resposta do hospedeiro ao Mtb ¢ a
IL-1B. Em pacientes com TB, essa citocina ¢ produzida no sitio da doenca
(BERGERON et al, 1997; LAW et al, 1996) ¢ em excesso (SCHAUEF et al, 1993). Ja
a citocina IL-6 possui propriedades pré e anti-inflamatorias (VANHEYNINGEN et al,
1997), sendo produzida precocemente no local da infeccdo micobacteriana
(HOHEISEL et al, 1998; LAW et al, 1996). A IL-6 pode ser prejudicial na TB,
inibindo a producdo de TNF-a e IL-1 (SCHINDLER et al, 1990). Outros trabalhos
mostram o papel protetor da IL-6: camundongos deficientes na producdo de IL-6
apresentam aumento na susceptibilidade a infec¢des com Mtb (LADEL et al, 1997),
que parece estar relacionada com deficiéncia na produgdo precoce de IFN-y na
infeccdo (SAUNDERS et al, 2000).

A IL-12 ¢ uma citocina que exerce papel fundamental na defesa do hospedeiro contra
o Mtb, sendo essencial para a indu¢do da producdo de IFN-y (O’NEILL and
GREENE, 1998). Na TB, a IL-12 tem sido detectada nos infiltrados pulmonares
(CASARINI, et al 1999; TAHA et al, 1997) e nos granulomas (BERGERON et al,
1997). A expressdo de receptores para IL-12 também aumenta no local da infeccao
(ZHANG et al, 1999). A utilizagdo de anticorpos anti-IL-12 leva a uma diminui¢ao na
producdo de IFN-y in vitro, e a inducdo da produgdo de citocinas do tipo Th2
(SALGAME P., 2005).
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Dentre as citocinas do tipo Th2, que estdo envolvidas com a progressao da TB, a de
maior destaque ¢ a IL-4 (LIENHARDT et al, 2002; SEAH et al, 2000; SEAH and
ROOK, 2001). Os efeitos dessa citocina parecem estar relacionados com a supressao
da producdo de IFN-y (LUCEY et al, 1996; POWRIE and COFFMAN, 1993) ¢ da
ativagdo de MOs (APPELBERG et al, 1992). Vérios estudos t€ém demonstrado
aumento na produ¢do de IL-4 em pacientes com TB, especialmente com doenga
cavitaria (SANCHEZ et al, 1994; SURCEL et al, 1994; van CREVEL et al, 2000).
Outra citocina que parece ser importante na resposta ao Mtb ¢ a IL-17, que ¢
conhecida como uma citocina inflamatoria capaz de induzir gradientes de
quimiocinas, estimular a atividade microbicida dos M@s e iniciar 0 processo
inflamatorio, principalmente no pulmiao (SERGEJEVA et al, 2005; KOLLS and
LIDEN, 2004; MIYAMOTO et al, 2003; KAUFMANN SH, 1999). Por ser
responsavel pela persisténcia e funcdo das células produtoras de IL-17 (Th17), a IL-
23 também exerce um papel chave na inflamagao (STOCKINGER and VELDHOEN,
2007). Na auséncia de IL-17 ou IL-23 as conseqiiéncias da infeccdo por Mtb sdo
pequenas (KHADER et al, 2005).

Existem também citocinas que atuam regulando a resposta imune ao Mtb. Dentre elas
temos: IL-10 e TGF-B (Transforming Growth Factor Beta). A 1L-10 ¢é produzida tanto
por macréfagos apos a fagocitose do Mtb (SHAW et al, 2000), como por linfocitos T
(BOUSSIOTIS et al, 2000; GEROSA et al, 1999). Essa citocina age diminuindo a
produgdo de IFN-y, TNF-a e IL-12 (GONG et al, 1996; HIRSCH et al, 1999). Um
estudo demonstrou que na TB, a produ¢ao de IL-10 foi maior em pacientes anérgicos,
tanto antes como apds o tratamento com sucesso, sugerindo que a producao de IL-10
induzida pelo Mtb suprime a resposta imune eficaz (BOUSSIOTIS et al, 2000).

O TGF-p também atua prejudicando a resposta imune protetora na TB. Essa citocina
suprime a imunidade mediada por células: nas células T, TGF-f inibe a proliferagdo e
a produ¢do de IFN-y; nos macrofagos, antagoniza a apresentacdo antigénica, a
produgdo de citocinas pro-inflamatoérias e a ativagdo celular (TOOSSI and ELLNER,
1998). Como ocorre com a IL-10, o TGF-f ¢ produzido em excesso durante a TB e ¢
encontrado no local da infecgao (TOOSSI et al, 1995).

Realizada a apresentagdo do antigeno, a co-estimula¢do e a producdo de citocinas
pelas APCs, as células T virgens sdo ativadas levando ao desenvolvimento de uma
resposta imune adquirida. Essa resposta ¢ marcada pela producao de IFN-y por essas

células (ANDERSEN P. 1997). O IFN-y ¢ a principal molécula ativadora de
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macrofagos. Alguns estudos demonstraram que os niveis de IFN-y estdo diminuidos
em pacientes com TB ativa (HIRSCH et al, 1999), e que estes niveis estdo ainda mais
diminuidos em pacientes com doenga pulmonar avancada e em pacientes com TB co-
infectados por helmintos intestinais (RESENDE CO et al, 2007). Além disso, foi
demonstrado que o M. tuberculosis pode impedir que macréfagos respondam
adequadamente ao IFN-y (TING et al, 1999).

As células T CD4" sdo as principais na resposta contra o Mtb, exercendo sua fungdo
protetora através da producdo de IFN-y principalmente (NORTH and JUNG, 2004).
Camundongos deficientes para 0o MHC de classe II, impossibilitando que as células T
CD4" desempenhem seu papel, sdo susceptiveis a infecgio por Mtb (CARUSO et al,
1999).

Evidéncias indicam que as células T CDS8' citotoxicas produtoras de IFN-y
contribuem para a resisténcia a infeccdo micobacteriana (SOUSA et al, 2000; FLYNN
et al, 1992). Tem sido sugerido que essas células, ao liberarem perforina e granulisina,
atuam na prote¢ao contra o Mtb por meio de citdlise (STENGER et al, 1999). Apesar
do principal mecanismo para a defesa do hospedeiro para destruir o Mtb intracelular
incluir a ativagio de M@s mediada por células Thl CD4", a morte de células
infectadas mediada por células T CDS8" citotdxicas também ¢ importante,
especialmente na fase tardia da infeccdo (GROTZKE and LEWINSOHN, 2005).

A estrutura central da resposta imune para limitacdo da infec¢do pelo Mtb ¢ o
granuloma, que ¢ uma organizagao celular que contem o bacilo viavel (COSMA et al,
2003; FLYNN and CHAN, 2005; SAUNDERS and BRITTON, 2007). O granuloma ¢
composto de uma agregacdo de macrofagos contendo o Mtb circundado por
linfécitos, incluindo as células T CD4" e CD8". Algumas dessas células T
reconhecem antigenos de Mtb e produzem citocinas efetoras, como IFN-y ¢ TNF-a,
promovendo a ativacdo dos macrofagos e controlando o crescimento micobacteriano
(EHLERS S, 1999). O granuloma auxilia na conten¢ao do Mtb e limita a extensdo da
inflamacdo e o dano tecidual do hospedeiro (SAUNDERS and COOPER, 2000). Por
outro lado, ele também contribui para a sobrevivéncia do bacilo proporcionando um
local propicio para sobrevivéncia prolongada (KAUFMANN SH, 2005).

O papel dos linfocitos B na TB ainda nao esta esclarecido. Classicamente, as células
B e os anticorpos produzidos por elas ndo tem contribuicdo significante na protecao
contra o Mtb (KUMARARATNE DS, 1997). Diversos estudos em humanos
(CASANOVA and ABEL, 2002; DOFFINGER et al, 2005) e em camundongos
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(JOHNSON et al, 1997; TURNER et al, 2001) imunodeficientes para linfécitos B
buscaram demonstrar se essas células conferem efeito protetor na infeccdo pelo
bacilo, porém ainda ndo ¢ possivel determinar uma funcdo clara para essa

subpopulacdo na resposta imune durante a TB.

1.6. Regulagdo da Resposta Imune na Tuberculose

Outra populagdo celular que influencia a resposta ao Mtb ¢ a de células T reguladoras
(Treg) (CHEN et al, 2007; GUYOT-REVOL et al, 2006; LI and WU, 2008;
RIBEIRO-RODRIGUES et al, 2006). Diversos marcadores tém sido encontrados em
células com acdo reguladora, dentre eles temos: CD25, CD103, CD62L, CD45RB,
GITR (glucocortycoid induced TNF-like receptor), CTLA-4, CD127 (BANHAM AH,
2006), OX40 (SHEVACH et al, 2006), receptor 4 de folato (YAMAGUCHI et al,
2007), neuropilina-1 (BRUDER et al, 2004), LAG-3 (lymphocyte-activation gene 3)
(HUANG et al, 2004), CD39 e CD73 (DEAGLIO et al, 2007), sendo impossivel a
identificacdo de uma unica subpopulacdo. Essa identificagdo ¢ ainda mais dificil
devido ao fato desses marcadores ndo serem exclusivos das células T reguladoras.

Por essa razdo varias subpopulacdes dessas células, incluindo células Treg naturais
(CD4"CD25"€"Foxp3™), Th3 e Trl foram identificadas e mostraram ter um papel
importante na modulacdo das respostas imunes inflamatérias (WING et al, 2000).
Subpopulagdes de células T CD8" também tém demonstrado ter papel supressor por
meio de contato celular e via receptores ILT3 (Immunoglobulin-like transcript 3) e
ILT4 (Immunoglobulin-like transcript 4) (CHANG et al, 2002).

As células Treg naturais, que sdo as mais bem descritas na literatura, podem ser
originadas de duas fontes: células T imaturas comprometidas com essa linhagem no
timo, e células T maduras recrutadas para a populacdo reguladora na periferia, sendo
conhecidas como Treg induzidas (BLUESTONE and ABBAS, 2003; KRETSCHMER
et al, 2005; APOSTOLOU and von BOEHMER, 2004). No timo, as c¢lulas Treg
podem ser selecionadas a partir de timocitos imaturos na regido do cortex, ou se
diferenciar a partir de timocitos mais maduros CD8'CD4 " na regido medular do timo
(JORDAN et al, 2001; BESINGER et al, 2001; FONTENOT et al, 2005). Na
periferia, as células Treg podem se diferenciar a partir de células virgens ou efetoras
apos ativacdo por auto-antigenos teciduais ou antigenos exdgenos (SEDDON and

MASON, 1999; APOSTOLOU and von BOEHMER, 2004).
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Existem diferentes mecanismos de acdo para as células T reguladoras, sendo 4
principais: secre¢ao de citocinas inibidoras, citdlise, distirbio metabdlico e supressao

por contato celular.
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Figura 4. Mecanismos de supressdo da resposta imune pelas células T reguladoras.
ADP, adenosine monophosphate; ATP, adenosine triphosphate; CD, cluster of
differentiation; CO, carbom monoxide; CTLA-4, cytotoxic T lymphocyte-associated
4; IFN-y, interferon-gamma; IFN-yR, interferon-gamma receptor; 1L, interleucina;
TGF-B, transforming growth factor beta; TGF-BR, transforming growth factor beta
receptor; Treg, regulatory T cell. (adaptado de Tang Q and Bluestone J.A., 2008).

A secrecdo de citocinas inibidoras se dd com liberagdo de IL-10 e TGF-f,
principalmente (ASSEMAN et al, 1999; MANN et al, 2007; SCHUMACHER et al,
2007; FAHLEN et al, 2005). Ja a supressdo por citdlise ¢ realizada pelo efeito da
liberagdo de moléculas citotdxicas, como a perforina e granzima A (GROSSMAN et
al, 2004). No distirbio metabolico ha consumo local de IL-2 devido a alta expressao
de CD25, que ¢ um receptor para IL-2, por essas células impedindo que as células T
efetoras adjacentes tenham acesso a essa citocina (PANDIYAN et al, 2007). A

supressao mediada por contato celular resulta da interacdo de CTLA-4 com CD80/86
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de DCs, induzindo a produgdo de IDO (indometacina 2,3-dioxigenase), que leva a
degradagdo de triptofano e producdo de metabolitos pro-apoptdticos nestas células
(GROHMANN et al, 2003).

No que se refere a TB, diferentes estudos descreveram que o aumento na freqiiéncia
de células CD4"CD25" ou CD4 Foxp3" foi inversamente proporcional a producio de
IFN-y em pacientes com TB (CHEN et al, 2007; GUYOT-REVOL et al, 2006; LI and
WU, 2008; RIBEIRO-RODRIGUES et al, 2006). Recentemente nosso grupo
demonstrou que o numero de células circulantes com fenotipo CD4'CD25"" em
pacientes portadores de tuberculose era 3 vezes maior do que o observado em
individuos saudéaveis. Além disso, para avaliar a participacdo das células reguladoras
na modulacdo da resposta imune, analisamos a produ¢do de IFN-y em cultura na
presenga e na auséncia de células reguladoras. Foi observado que, com a deplegdo das
células reguladoras, a produgdo de IFN-y pelas células mononucleares de sangue
periférico era aumentada (RIBEIRO-RODRIGUES et al, 2006).

Portanto, o equilibrio entre células T efetoras e T reguladoras durante a infec¢do
parece contribuir tanto para a sobrevivéncia do hospedeiro, impedindo um dano
tecidual exacerbado, como para a sobrevivéncia do agente infeccioso, regulando o
sistema imune que age contra o patdgeno. Dessa forma, as células T reguladoras

passam a representar mais um fator na complexidade das interagdes entre patdgenos e

hospedeiros.

1.7. Resisténcia x Susceptibilidade

Ainda ndo se sabe a causa pela qual alguns individuos sd@o mais susceptiveis a TB do
que outros. A busca por fatores que diferenciem esses dois grupos ¢ importante no
esclarecimento dos mecanismos efetores dessa resposta e para uma prevengdo mais
eficaz. De fato, o desenvolvimento da TB ¢ determinado por fatores associados tanto
com hospedeiro como com a micobactéria infectante.

J& foram demonstrados como fatores do hospedeiro que predispdem ao
desenvolvimento da TB os polimorfismos nos genes para receptores TLR-2 (BEN-
ALI et al, 2004), de vitamina D (BELLAMY et al, 1999) e para MHC
(BOTHAMLEY et al, 1989). De forma similar, alteragdes em alguns componentes do
sistema imune facilitam o desenvolvimento da doenga, como tem sido observado em

individuos infectados com HIV e em individuos que tem expressdo alterada de
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receptores para IFN-y e IL-12 (NEWPORT et al, 1996; ALTARE et al, 1998; de
JONG et al, 1998).

Os efeitos de diferentes cepas de Mtb no desenvolvimento da doenga também tém
sido analisados. Diferentes rotas de entrada do Mtb podem levar a distinta transducao
de sinal, ativag¢do da resposta imune podendo resultar na sobrevivéncia intracelular do
bacilo. De fato, cepas virulentas sdo reconhecidas e fagocitadas via MR, enquanto
cepas atenuadas ndo (SCHLESINGER LS, 1993), sugerindo que essa rota de entrada
pode ser vantajosa para a micobactéria. A fagocitose via MR ndo leva a producdo de
O, (ASTARIE-DEQUEKER et al, 1999), e o Mtb induz uma sinalizagdo anti-
inflamatoria por esse receptor (NIGOU et al, 2001).

Além disso, ja foi relatado que infec¢des provocadas pelo Mtb podem modificar a
migracdo e inibir a maturagdo das DCs. Experimentos in vifro demonstraram que os
bacilos de Mtb sdo capazes de alterar a migracdo de MoDCs (células dendriticas
derivadas de monodcito) dependendo da cepa responsavel pela infeccdo, podendo
inibir a ativacdo de células T antigeno-especificas (RAJASHREE et al, 2008)

J& a comparagdo de camundongos infectados com cepas de Mtb de diferentes
genotipos mostrou comportamentos distintos da doenca com relagdo a mortalidade,
carga bacilar no pulmdo e patogénese (LOPEZ et al, 2003). Em outro estudo foi
demonstrado que a infec¢do de camundongos com uma cepa pouco virulenta,
CDC1551, induziu a producdo de altos niveis de RNAm de TNF-a, IFN-y, IL-12 e
IL-6 quando comparados com camundongos infectados com a cepa H37Rv (MANCA
et al, 1999).

Alguns trabalhos t€ém demonstrado que as cepas patogénicas induzem menos apoptose
nas células do hospedeiro quando comparadas com cepas atenuadas (KEANE et al,
1997). Essa diferenca foi explicada pela inducdo seletiva com liberacdo de receptores
soluveis de TNF-a (TNF-R2) pelas cepas patogénicas (BALCEWICZ-SABLINSKA
et al, 1998). Essa liberacao de receptores para TNF-a ¢ regulada pela producao de IL-
10 (BALCEWICZ-SABLINSKA et al, 1998). Portanto, cepas patogénicas de Mtb
podem induzir a produ¢do de IL-10, levando & diminui¢do da atividade de TNF-a e
redugdo da apoptose de células infectadas. O LAM também pode prevenir a apoptose
de células infectadas com Mtb in vitro de maneira dependente de Ca>* (ROJAS et al,
2000).

Com relacdo a tuberculose causada por isolados multidroga resistentes (MDR-TB)

alguns trabalhos tém relatado o seu freqiiente acompanhamento por imunodepressao
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do hospedeiro, sendo esse um problema que merece cada vez mais atencdo dos
pesquisadores. Em um trabalho foi demonstrado diminui¢do na produ¢do de IFN-y
concomitantemente ao aumento de IL-10 e IL-18 em resposta ao PPD em pacientes
com MDR-TB quando comparados a pacientes com tuberculose nao-resistente (NR-
TB) (LEE et al, 2002). Outros estudos também observaram aumento na producao de
IL-10 em alguns pacientes com MDR-TB (MCDYER et al, 1997), que pode ser
conseqiiéncia da acdo de células T reguladoras.

Um trabalho realizado por Fujiwara e cols mostrou que as cepas multidroga
resistentes sdo capazes de induzir maior producdo de IL-10 do que cepas sensiveis.
Neste estudo, células mononucleares do sangue periférico (CMSP) obtidas de
voluntarios saudaveis com teste tuberculinico positivo foram estimuladas in vitro com
5 cepas de Mtb MDR ou 5 cepas de Mtb sensiveis a drogas anti-tuberculose. As
CMSP foram cultivadas com as preparagdes micobacterianas por 1, 3 e 5 dias. A
média de producdo de IL-10 pelas CMSP estimuladas com cepas MDR foi maior
quando comparadas com as CMSP estimuladas com as cepas sensiveis com trés dias
de incubacao (FUIIWARA et al, 1996).

A historia natural da tuberculose mostra que a maioria dos individuos ¢é resistente,
provavelmente por sua habilidade em gerar uma resposta imune eficaz contra a
infeccdo pelo M. tuberculosis. O fato de apenas 10% a 30% dos individuos que sdo
expostos ao bacilo se tornarem infectados indica que alguns individuos sdo capazes de
eliminar o bacilo antes mesmo que ocorra a sua instalagdo no pulmdo, nao
apresentando sensibilidade tardia no teste intradérmico com PPD. Dos individuos que
se tornam infectados e adquirem sensibilidade tardia a antigenos micobacterianos,
evidenciada pelo resultado positivo ao teste com PPD, 90% ou mais ndo desenvolvem
a tuberculose, o que indica que esses individuos sdo capazes de controlar a infec¢ao

completamente, ou a niveis incapazes de causar doenca (NORTH and JUNG, 2004).

Porém, o trabalho de Verver e cols demonstrou que a taxa de incidéncia de
tuberculose atribuida a re-infeccdo apds tratamento com sucesso foi quatro (4) vezes
maior do que novos episddios de tuberculose, sugerindo que individuos que tiveram
tuberculose apresentam um risco elevado de desenvolverem tuberculose quando re-
infectados (VERVER et al, 2005). Estes resultados desafiam a hipotese de que, em

individuos imunocompetentes a infeccdo por uma cepa de Mtb confere protecao
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contra uma re-infec¢do subseqiiente por outra cepa. Neste contexto, acredita-se que a

pré-exposi¢cao ao Mtb pode ser um fator determinante na susceptibilidade a TB.

Dessa maneira ¢ notavel a necessidade de estudos que comparem as respostas de
individuos positivos e negativos para PPD perante cepas de Mtb sensiveis e
multidroga resistentes buscando elucidar a resposta imune solicitada por esses
diferentes isolados na tentativa de revelar as estratégias pelas quais eles superam o

equilibrio imunolégico do hospedeiro levando ao estabelecimento da doenca.
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Objetivos
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2. OBJETIVOS
2.1. Geral

* Auvaliar diferentes parametros da resposta imune de individuos com
teste para PPD positivo ou negativo perante isolados clinicos de M.

tuberculosis sensiveis e multidroga resistentes.

2.2. Especificos

- Em culturas de sangue total de amostras de individuos PPD+ e PPD-:

* Avaliar a secre¢do de citocinas (IL-2, [FN-y, TNF-a, IL-4, IL-5 e IL-
10) em amostras infectadas com isolados clinicos de Mtb sensiveis e

multidroga resistentes.

* Avaliar a fregiiéncia de células T reguladoras CD4 CD25"¢"Foxp3” em
amostras infectadas com isolados clinicos de M. tuberculosis sensiveis

e multdroga resistentes.

* Avaliar, através de contagem de UFCs (unidades formadoras de

coldnia), a proliferacdo de isolados clinicos de M. tuberculosis.

* Auvaliar a dosagem de NO em amostras infectadas com isolados clinicos

de M. tuberculosis.

- Em culturas de macrofagos derivados de mondcitos:

* Avaliar a atividade fagocitica em amostras de individuos PPD+ e PPD-
e relacionar com a dosagem de NO em sobrenadante de culturas de
sangue

total infectadas com isolados clinicos de M. tuberculosis.
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- Em culturas de CMSP de amostras de individuos PPD+ e PPD-:

* Avaliar a prolifera¢do de isolados de M. tuberculosis ap6s deplecdo de

células T reguladoras CD4'CD25".

* Avaliar os niveis de citocinas ap6és deplecdo de células T reguladoras

CD4'CD25".
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Material e Métodos



44

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Modelo do estudo

O presente trabalho ¢ um estudo descritivo, transversal, para avaliagdo da proliferacao
do Mtb, do perfil de citocinas e da frequéncia de células T reguladoras
(CD4'CD25"¢"Foxp3") em culturas de sangue total ¢ de CMSP infectadas com
isolados de Mycobacterium tuberculosis sensiveis e multidroga resistentes. O estudo
foi conduzido nos laboratérios de Micobacteriologia e de Imunologia Celular e
Molecular do Nucleo de Doencas Infecciosas, localizado no Centro de Ciéncias da

Saude da Universidade Federal do Espirito Santo.

3.2. Seleciao dos isolados de M. tuberculosis

Um total de 14 isolados de M. tuberculosis que foram disponibilizadas pelo Nucleo de
Doengas Infecciosas foram selecionadas com base nas informagdes clinicas,
epidemioldgicos e laboratoriais disponiveis, sendo classificadas nos seguintes grupos:
a) multi-resistentes a drogas anti-tuberculose — MDR (6 isolados); b) sensiveis a
drogas anti-tuberculose (6 isolados); também foram utilizadas as cepas controles do M.
tuberculosis avirulenta ATCC 25177 (H37Ra) e virulenta ATCC 27294 (H37Rv).
Todas as cepas de M. tuberculosis selecionadas estavam congeladas em freezer a -70

°C.

3.3. Caracterizacio dos participantes do estudo

No periodo do estudo foram selecionados 11 voluntarios que possuiam:

- Teste intradérmico com PPD (purified protein derivative) positivo (PPD+).

- Diagnostico de tuberculose ativa excluido por raio X de torax e exame de escarro
(baciloscopia e cultura), se necessario.

- Idade entre 18 e 60 anos.

Foram selecionados também 11 voluntérios com teste para PPD negativo (PPD-).
OBS: Nao foi feito teste para HIV, pois a prevaléncia ¢ baixa (< 0,5%) na populacdo
de Vitoria.

Nem todos os voluntérios foram utilizados em todos os experimentos, visto que eles

foram arrolados ao longo do estudo.
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3.4. Avaliacao hematologica

Todos os individuos foram submetidos a avaliagdo hematoldgica no inicio do estudo
com a contagem global de leucocitos pelo método de Turk. A avaliagdo hematologica
foi utilizada para o céalculo da concentragdo da suspensdo bacteriana usada na cultura
utilizando um MOI (multiplicity of infection) de 1:10 (uma bactéria para 10
macrofagos), sendo as suspensdes ajustadas para cada individuo considerando que o
sangue total possui, em média, 6% de mondcitos. Para isto foram utilizadas amostras

de sangue coletadas em tubos heparinizados (BD Vacutainer).

3.5. Preparo dos inoculos dos isolados de Mtb

Os 14 isolados/cepas estudados foram retirados do armazenamento em freezer a -70
°C e repicados para frascos com meio de cultura Ogawa para que pudessem ser
preparadas.

O procedimento descrito abaixo foi repetido para todos os isolados.

Apo6s 2 a 3 semanas de crescimento foram retiradas do frasco com a cultura duas algas
cheias de micobactéria e transferidas para um tubo com tampa de rosca e pérolas de
vidro contendo aproximadamente 2 ml de PBS (phosphate buffered saline) com
TWEEN 80 a 0,25%. Em seguida o tubo foi agitado por 1 minuto no aparelho Vortex
para rompimento dos grumos de micobactéria. Apds a agitagdo o tubo permaneceu em
repouso por 30 minutos e o sobrenadante obtido apds esse periodo foi transferido para
outro tubo com tampa de rosca e pérolas de vidro utilizando pipeta Pasteur e agitado
rapidamente.

Outro tubo com tampa de rosca e pérolas de vidro contendo 4,5ml de PBS com
TWEEN 80 a 0,25% foi separado previamente e nele foram acrescentadas com o
auxilio de uma pipeta Pasteur cerca de 15 gotas da suspensdo bacteriana. Feito isso a
densidade optica (DO) foi medida em um espectrofotometro a 265nm para verificagdo
da concentragdo bacteriana na suspensdo. A concentra¢do desejada para a preparacdo
do indculo era 10" UFC/ml, que corresponde a escala 1 de Mac Farland e a uma DO
entre 0,3 a 0,35. Caso a DO estivesse acima do valor desejado mais PBS era
acrescentado e quando a DO estava abaixo do valor mais gotas da suspensdo da
bactéria eram colocadas.

A seguir 500pul de cada suspensdo preparada no item anterior foram transferidos para

tubos Eppendorfs e centrifugadas a 13.250 g em micro-centrifuga por 10 minutos. Foi
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retirado o sobrenadante (PBS ¢/ Tween 80 a 0,25%) cuidadosamente para ndo remover
o pellet e ressuspendido com PBS com Tween 80 a 0,25% qsp 500ul (1? lavagem) e
agitado em vortex. Na seqiiéncia as suspensdes foram centrifugadas novamente a
13.250 g na micro-centrifuga por 10 minutos e foram retirados os sobrenadantes
cuidadosamente. O volume foi completado novamente para 500ul com PBS com
Tween 80 a 0,25% e agitado em voértex para nova centrifugacdo a 13.250 g em micro-
centrifuga por 10 minutos (2* lavagem). Foi retirado o sobrenadante cuidadosamente e
o volume foi completado para 500ul com meio RPMI 1640 completo e lavado ao
vortex para homogeinizar.

A seguir as suspensdes foram sonicadas e para isso os Eppendorfs foram colocados no
aparelho Lysor e submetidos a 1 ciclo de sonicacao.

Foram realizadas diluigdes seriadas com RPMI 1640 completo a partir desses
Eppendorfs até a diluigio 107 para o controle de concentragio do inéculo (CCI).
Também foi feita outra diluicdo para um MOI (multiplicity of infection) de 1:10 (uma
bactéria para 10 macréfagos), ajustada para cada voluntario, que foi utilizada no
presente estudo para a infec¢do das culturas de sangue total, de macrofagos e de

CMSP, conforme mostrado na figura 6.

1001 1064  100ul 100ul 100ul Wl */ RV (e

-1 -2 -3 -4 5 -6 -7 0,1N UFC/ml ( p/ cultura)
500pnl da suspencio
na concentracio 10’ UFC/ml RPMI

900l

Figura 5. Dilui¢do da suspensdo bacteriana para o controle de concentragdo do inoculo (CCI) e
para a infecg¢do. X (volume da suspensdo retirada do tubo com dilui¢do 107 para ser diluido para
a infec¢do da cultura); Y (volume de meio RPMI 1640 completo usado para diluir a suspensao
bacteriana para utilizar na cultura); N (concentra¢do de mondcitos na amostra do voluntario).

O contetido do tubo proveniente da segunda diluigdo para 10™ foi utilizado na infecgdo
das culturas e as demais dilui¢des foram plaqueadas em placas de Petri quadri-partidas
contendo meio Middlebrook 7H10. A suspensdo também foi plaqueada em Agar

sangue para verificagdo da pureza da mesma.
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3.6. Culturas de sangue total

As amostras de sangue total foram misturadas com cada inoculo em placas de 24
pogos. O volume final obtido por pogo foi 1ml (500ul de sangue + 500ul de indculo).
As placas foram previamente identificados com o doador da amostra de sangue, o
isolado inoculado e o tempo de incubacgdo para a coleta do sobrenadante. Os pogos
controle terdo apenas sangue do doador e meio de cultura RPMI 1640 completo
também com um volume final de 1 ml (500ul de sangue + 500u1 de RPMI).

Em seguida as placas foram incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO,. Foram
coletados o sobrenadante e as células das culturas apos 24 e 72hs de incubagdo. O
sobrenadante foi transferido para tubos de micro-centrifuga e centrifugado por 10 min
a 13.000 rpm. Feito isso ele foi dividido em dois criotubos e armazenando em freezer -
70°C para posterior deteccdo e quantificagdo de citocinas. J4 as células foram
imediatamente utilizadas para o processo de fenotipagem com deteccdo da expressao

de CD4, CD25 e Foxp3.

3.7. Cultura de CMSP na presenca e auséncia de células T CD4 ' CD25"
Primeiramente foi feita a separacdo de CMSP desses individuos conforme descrito a
seguir.

Foram coletados 30 ml de sangue venoso heparinizado de cada individuo. O sangue
foi dividido em duas partes iguais em tubos de polipropileno de 50 ml com tampa de
rosca. Ao sangue foi adicionado o mesmo volume de PBS (Phosphate buffered saline).
Em dois outros tubos foi colocado 15 ml de Ficoll-Hypaque e, sobre o Ficoll, foi
adicionado gentilmente os 30 ml da mistura de sangue/PBS para que a mistura ndo
penetre no Ficoll.

Feito isso os tubos foram centrifugados a 300g por 30 minutos em temperatura
ambiente e sem freio. Apds a centrifugacdo a camada de células mononucleares
formada entre as camadas de Ficoll-Hypaque e plasma foi coletada com uma pipeta
Pasteur estéril e transferida para outro tubo de polipropileno com tampa de rosca de 50
ml. Em seguida foi adicionado PBS até completar um volume total de 50 ml para
primeira lavagem das células. O tubo foi centrifugado a 300g por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e foram feitas mais 2 lavagens. Ao final das lavagens as
células foram ressuspendidas em 10 ml de meio RPMI 1640 com L-glutamina 20mM
e HEPES 0.1M, e uma aliquota (10 pl) foi diluida em corante azul de Trypan em
diluicdo 1:5 ( 10 wl de células para 40 ul de Trypan) e contadas em camara de
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Neubauer.

Apoés a contagem das células, o tubo foi centrifugado a 300g por 10 minutos, o
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 3 ml de meio RPMI
1640 com L-glutamina 20mM e HEPES 0.1M. Metade desse volume (1,5ml) foi
transferido para um microtubo e utilizado para a separagdo de linfocitos T
CD4'CD25" por meio de separacio magnética e a outra foi utilizada dessa maneira

para a cultura.

3.7.1. Deplecio de linfécitos T CD4'CD25" por meio de separacio magnética
3.7.1.1. Marcaciao magnética de células CD4"

Para a realizagio desse procedimento foi utilizado o Kit CD4"CD25" Regulatory T
Cell Isolation da Miltenyi Biotec seguindo as instru¢des do fabricante.

A suspensdo de CMSP foi centrifugada a 300g por 10 minutos, o sobrenadante foi
descartado e as células foram ressuspendidas em 90 ul de PBS com 1% de BSA
(Bovine serum albumin) ¢ EDTA 2mM. Foi adicionado 10 ul CD4" T cell biotin-
Antibody Cocktail homogeneizando bem e com incuba¢do de 10 minutos ao abrigo da
luz ¢ a 8°C. Feito isso, foi adicionado 20 wl de Anti-Biotin MicroBeads
homogeneizando bem e com incubag¢do de 15 minutos ao abrigo da luz e a 8°C. Apods a
incubagado foi adicionado 1,5 ml de PBS com BSA 1% ¢ EDTA 2mM e foi feita
centrifugacdo a 300g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células foram

ressuspendidas em 500 ul de PBS com BSA 1% ¢ EDTA 2mM.

3.7.1.2. Deplecio das células CD4"

Para a deplegdo das células CD4" foi utilizada a coluna LD e o separador MidiMACS
ambos da Miltenyi Biotec.

A coluna foi adaptada ao separador e preparada com uma lavagem com 2 ml de PBS
com BSA 1% e EDTA 2 mM. Em seguida a suspensao celular foi aplicada na coluna e
as células ndo ligadas (CD4") foram coletadas em um tubo de polipropileno de 15 ml
com tampa de rosca. Na sequéncia a coluna foi lavada 3 vezes com 1 ml de PBS com
BSA 1% e EDTA 2 mM para coletar o restante das células nao ligadas. Feito isso a
coluna foi retirada do separador e lavada mais 3 vezes com PBS com BSA 1% e
EDTA 2mM para a retirada das células marcadas (CD4") que foram coletadas em outro

tubo de polipropileno de 15 ml com tampa de rosca.



49

Os tubos com as células coletadas foram centrifugados a 300g por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o tubo com as células CD4" prosseguiu para a separago
das células CD25" e a ele foi acrescentado 90 ul de PBS com BSA 1% ¢ EDTA 2mM,
enquanto o tubo com as células CD4~ foi mantido em gelo e a ele foi acrescentado 500

ul de RPMI 1640 com L-glutamina 20mM e HEPES 0,1 M.

3.7.1.3. Marcacio magnética de células CD25"

As células CD4" foram marcadas com 10 ul de MicroBeads CD25 e incubadas por 15
minutos ao abrigo da luz e a 8°C. Em seguida foi adicionado 1,5 ml de PBS com BSA
1% e EDTA 2mM e foi feita centrifugacdo a 300g por 10 minutos. O sobrenadante foi

descartado e as células foram ressuspendidas em 500 ul do mesmo tampao.

3.7.1.4. Selecdo positiva de células CD25"

Para a selegdo positiva das células CD25" foi utilizada a coluna MS e o separador
MiniMACS ambos da Miltenyi Biotec.

A coluna foi adaptada ao separador e preparada com uma lavagem com 1ml de PBS
com BSA 1% e EDTA 2 mM. Em seguida a suspensao celular foi aplicada na coluna e
as células nao ligadas (CD25") foram coletadas em um tubo de polipropileno de 15 ml
com tampa de rosca. Para aumentar a pureza da cultura a fra¢do eluida foi passada
novamente pela coluna. Na sequéncia a coluna foi lavada 3 vezes com 1ml de PBS
com BSA 1% e EDTA 2 mM para coletar o restante das células CD25 nao ligadas. A
coluna foi removida do separador e descartada.

Em seguida o tubo com as células CD25" eluidas foi centrifugado a 300g por 10
minutos. Feito isso o sobrenadante foi descartado, as células foram ressuspendidas em
Iml de meio RPMI 1640 com L-glutamina 20mM e HEPES 0,1M e adicionadas as
células CD4" separadas anteriormente completando um volume de 1,5ml. Todas as

deplegdes foram verificadas por citometria de fluxo.

3.7.2. Infeccao de CMSP

As amostras de CMSP com e sem células CD4'CD25" foram misturadas com cada
indculo e o volume final obtido foi 600 ul (300ul de células + 300ul do indculo). As
células foram acrescentadas aos indculos anteriormente colocados em microtubos. Os

microtubos foram previamente identificados com o doador das células, o isolado
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inoculado e o tempo de incubacdo para a coleta do sobrenadante. Para esse
procedimento foram utilizados somente 1 isolado de Mtb sensivel a drogas anti-
tuberculose e 1 isolado multidroga resistente. O MOI utilizado nessa cultura foi de
1:10 (uma bactéria para 10 macrofagos), sendo a concentragdo o indculo ajustada para
cada voluntario de acordo com a concentracdo de monoécitos apds a contagem de
células no isolamento das CMSP.

Essas culturas permaneceram em aparelho para rotagdo continua (rotator) por 4 horas,
para quantificacdo das unidades formadoras de colonia (UFC) no tempo zero, e 72

horas a 37C e 5% CO..

3.8. Citometria de Fluxo
Todos os anticorpos foram adquiridos da BD Bioscience e utilizados de acordo com as

instrugdes do fabricante, modificadas conforme descrito a seguir.

3.8.1. Expressiao de marcadores caracteristicos de linfocitos Treg

As células das culturas de cada um dos individuos foram distribuidas em 2 tubos de
poliestireno de 12 x 75 mm para citometria em um volume de 100ul por tubo e
incubadas por 30 minutos, a 4°C e ao abrigo da luz com 2ul dos anticorpos
monoclonais especificos para o marcador de superficie celular de interesse,
conjugados com fluorocromos distintos (Tabela 1). Ap6s o periodo de incubagdo as
amostras foram submetidas a lise dos eritrocitos, também ao abrigo da luz, utilizando
para isso 1 ml da solugdo de lise comercial (FACS Lysing Solution — Becton
Dickinson) diluida 10 vezes em agua destilada por 15 minutos. Em seguida foram
centrifugadas por 7 minutos a 300 g. Posteriormente o sobrenadante foi descartado e
as c¢lulas foram lavadas com 2ml de PBS e centrifugadas novamente por 7 minutos a
300 g.

Neste momento as células marcadas no tubo 1 foram fixadas com 300ul de solugdo
fixadora (paraformaldeido 1%, cacodilato de s6dio 1,08%, cloreto de sddio 0,67%) e
armazenadas a 4C até o momento da leitura no citdmetro, enquanto as marcadas no
tubo 2 seguem o protocolo de permeabiliza¢do e marcacdo intracelular. Essas amostras
foram entdo incubadas por 30 minutos com 100ul da solugdo de fixagdo comercial (IC
Fixation Buffer — Becton Dickinson). Em seguida as células foram lavadas com 1ml de
solugdo de permeabilizagdo comercial (10X Permeabilization Buffer — Becton

Dickinson) diluida em agua destilada e centrifugadas por 5 minutos a 300 g. Na
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seqiiencia as células foram incubadas por 30 minutos com 2ul do anticorpo anti-Foxp3
PE e com 100ul da mesma solug¢do de permeabilizagdo. Entdo as células foram lavadas
com Iml da solucdo de permeabilizagdo e centrifugadas por 5 minutos a 300 g.
Finalmente as amostras foram ressuspensas em 300ul da mesma solucdo fixadora

utilizada no tubo 1 para fixacao das células.

Tabela 1. Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos utilizados para analise de
populagdes, subpopulacdes celulares e moléculas de superficie.

Tubo Anticorpo Fluorocromo Clone
Anti-IgGl FITC P3

Tubo 1 (Controle Isotipico)  Anti-IgG2a PE eBM2a
Anti-IgG2b PE-Cy5 eBMG2b
Anti-CD4 PerCP SK3

Tubo 2 (Célula Treg) Anti-CD25 FITC BC96
Anti-Foxp3 PE 236A/E7

Ap6s incubagdo de 30 minutos a 4°C foi determinada a andlise dos parametros
fenotipicos das preparagdes celulares utilizando o citometro de fluxo FACSort"™ da
Becton Dickinson. Foram adquiridos 30.000 eventos por tubo. As células foram
selecionadas pelo programa Cell Quest de acordo com parametros de tamanho (FSC -
Foward Scatter), granulosidade (SSC — Side Scatter) e intensidade de fluorescéncia
dos anticorpos marcados com Phicoerithrin (PE), Phycoerythrin-Cy5 (PE-Cy5),
fluorescein isothiocyanate (FITC) e peridinin clorophyll protein (PerCP). A Figura 7
ilustra a seqiiéncia de procedimentos para a andlise de células T reguladoras com
fenotipo  CD4'CD25""Foxp3”™. Inicialmente foi determinada a populagdo de
linfocitos T baseada em aspectos morfométricos através de graficos de distribuicdo
pontual de tamanho versus granulosidade com a sele¢do da regido de interesse (R1)
(Figura 6A), graficos de FL1/CD4 versus FL2/CD25 foram construidos, permitindo
identificar a segregagdo da populagdo CD4" em 3 subpopulagdes: CD4'CD25 (R2),
CD4'CD25"°Y (R3) e CD4'CD25"" (R4) (Figura 6B). A partir de R4 foram
construidos graficos de FL1/CD25 versus FL2/Foxp3 permitindo a determinagdo do

HIGH

percentual de células reguladoras CD4 CD25"“"Foxp3” na populacio de linfécitos

totais (Figura 6C).
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Figura 6. Seqiiéncia dos procedimentos utilizados para as analises dos percentuais de células
T reguladoras (CD4"CD25""Foxp3™) por citometria de fluxo. A) Grafico de distribuigdo
pontual Tamanho versus Granulosidade utilizado para a selecdo da populacdo de interesse,
nesse caso, os linfocitos — R1. B) Grafico de distribui¢do puntual FL1/CD4 versus FL2/CD25
utilizado para selecionar a subpopulagio celular CD4"CD25™" especifica em R4. C) Gréfico
de distribuicao pontual FL1/CD25 versus FL2/Foxp3 utilizado para quantificar o percentual de
células Foxp3* em R4 (CD4'CD25"MFoxp3™).

3.8.2. Deteccao e quantificacio de citocinas

Esse processo foi realizado com a utilizagao do kit BD Cytometric Bead Array (CBA)
TH1/TH2 (Becton Dickinson) de acordo com as instru¢des do fabricante modificadas
conforme descrito a seguir.

As amostras foram descongeladas em banho-maria a 37°C. Durante o
descongelamento o padrdo utilizado no kit foi reconstituido em um tubo com 2 ml do
Reagente G. O tubo contendo o padrdo reconstituido foi identificado como TS (7op
Standard) e deve permanecer em repouso por pelo menos 15 min e durante esse
periodo deve ser homogeneizado suavemente em intervalos de 3 min.

A seguir 8 tubos de poliestireno de 12 x 75 mm foram enumerados para realiza¢ao das
seguintes diluigdes: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 e 1:256. Foram adicionados
300 wl de G em todos os tubos. Feito isso, foi realizada uma diluicdo em série
transferindo 300 ul da solucdo padrdo TS para o tubo com dilui¢do 1:2 misturando
cuidadosamente. Na seqiiéncia foram feitas dilui¢des sucessivas transferindo 300ul até
o tubo com diluicdo 1:256 misturando cuidadosamente. Um tubo adicional foi
acrescentado como controle negativo (CN), contendo somente reagente G.

As beads de captura vém armazenadas individualmente e é necessario fazer uma
mistura desses reagentes (A1-A6) imediatamente antes de misturd-los com o reagente

de detec¢ao B, padrdes e amostras.
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O numero de tubos usados no experimento foi calculado previamente para que fosse
determinado o volume necessario de cada reagente, sendo preciso cerca de 10 ul de
cada suspensdo de beads para cada tubo a ser testado (incluindo padrdes e controles).
Cada suspensdo de beads deve ser misturada em voértex vigorosamente por alguns
segundos antes da mistura. Feito isso, as suspensdes foram adicionadas a um tnico
tubo identificado como “mistura de beads”.

Ap0s a preparagdo da mistura de beads foram adicionados 50 ul da mesma em todos
os tubos a serem testados. 50ul do Reagente B (Reagente de detecgdo marcado com
PE) também foram adicionados em todos os tubos testados. A seguir, 50ul das
dilui¢des do padrao e 50ul das amostras foram adicionados aos seus respectivos tubos.
A seguir, os tubos foram encubados por 3hs, a temperatura ambiente e ao abrigo da
luz.

Ap6s o periodo de incubacdo foram adicionados 1ml do Reagente F em cada tubo e
foram centrifugados a 300 g por 7 min a 18°C. Apos a centrifugagdo o sobrenadante
foi aspirado cuidadosamente utilizando para isso uma bomba de vacuo deixando em
cada tubo aproximadamente 100 ul. A seguir, foi realizada a calibracdo do citometro
conforme instrugdes do fabricante e, em seguida foi feita a leitura.

Os limites teoricos de detec¢@o sdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Limites tedricos de detec¢do de citocinas pelo método CBA (Cytometric Bead
Array) utilizando o Kit Human Thi/Th2 Cytokine.

Citocina Mediana da Fluorescéncia Desvio padrao |Limite de Detecciao
(pg/ml)
IL-2 33 0,2 2,6
IL-4 2,3 0,2 2,6
IL-5 2,6 0,2 24
IL-10 2,4 0,2 2,8
TNF-a 2,0 0,2 2,8
IFN-y 2,1 0,3 7,1

Para a leitura dos dados no citometro, o modelo de aquisicao (Figura 8) foi obtido do
site: bdbiosciences.com/cbatemplates. O nimero de eventos a serem contados foi

ajustado para 1.800 na regido R1. Em seguida, foi feita a leitura do primeiro tubo para
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colocar R1 em torno da populagdo de beads (Figura 8). Na sequéncia, as amostras

foram lidas.
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Figura 7. Modelo de aquisi¢do para leitura das amostras pelo método de CBA (Cytometric
Bead Array) utilizando o Kit Human Thil/Th2 Cytokine, obtido a partir do site
bdbiosciences.com/chbatemplates. A regido R1 foi ajustada para a sele¢do da populacdo de
interesse, nesse caso a populacdo de beads.

3.9. Avaliacao da capacidade microbicida dos individuos PPD+ e PPD-
As amostras foram misturadas com cada indculo e o volume final obtido foi 600 ul

(300ul de sangue + 300ul do indculo). A amostra foi acrescentada ao indculo
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anteriormente colocado em microtubos. Os microtubos foram previamente
identificados com o doador da amostra, o isolado inoculado e o tempo de incubacdo
para a coleta do sobrenadante. Para esse procedimento foram utilizadas somente as
cepas controles H37Ra e H37Rv, 1 isolado de Mtb sensivel a drogas anti-tuberculose e
1 isolado multidroga resistente. O MOI utilizado para essa cultura foi de 1:10 (uma
bactéria para 10 macréfagos), sendo a concentragdo do indculo ajustada para cada
voluntario de acordo com a concentra¢do de mondcitos ap6s a avaliacdo hematologica.
Essas culturas permaneceram em aparelho para rotagdo continua (rotator) por 4 horas,
para quantificacdo das unidades formadoras de colonia (UFC) no tempo zero, e 72

horas a 37C e 5% CO..

Ap6s os respectivos periodos de incubagao (4 e 72 horas) os tubos com as culturas de
sangue total foram centrifugados por 5 minutos a 13000g. Em seguida foram retirados
400 ul do sobrenadante e adicionou-se 900 ul de agua estéril a cada tubo de cultura
para a lise das células. Os tubos foram agitados em vortex e ficaram em repouso por
10 minutos a temperatura ambiente. Foram agitados em vortex novamente e
centrifugados a 13000g por 10 minutos. Posteriormente foi removido 800 ul de
sobrenadante de cada tubo e foram novamente agitados em vortex. Por fim, foram
feitas dilui¢cdes seriadas do volume restante em cada tubo (aproximadamente 300 ul)
com PBS contendo Tween 80 a 0,25% até 10~ para plaqueamento em placas de Petri
quadri-partidas contendo meio Middlebrook 7H11. Apods o plaqueamento as placas
foram mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO,. As placas foram acompanhadas

durante 21 dias e entdo foi feita a contagem das UFCs.

3.10. Avaliaciao da atividade fagocitaria dos macrofagos em culturas infectadas
com isolados de M. tuberculosis

Com o objetivo de verificar se os individuos negativos ao teste com PPD
demonstraram a mesma capacidade de fagocitose que os positivos, foram realizadas
culturas de macréfagos dos participantes com um isolado sensivel e um multidroga
resistente.

Primeiramente, foi feita a separacdo de CMSP a partir de amostras de sangue total
conforme descrito no item.3.7. Apods a contagem, as células isoladas foram
centrifugadas a 300g por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e foram

ressuspendidas em meio RPMI 1640 com L-glutamina 20mM e HEPES 0,1M para
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uma concentragio de 1x10° células/ml, foram colocadas em laminas de acrilico com
16 pogos (Chamber Slide), ficando 200 ul em cada pogo, e foram mantidas em estufa a
37°C com 5% de CO;, por 2 horas para aderéncia dos mondcitos. Em seguida o
sobrenadante foi coletado para retirada das células ndo aderentes e foi adicionado novo
meio RPMI gsp 200 ul. Feito isso as laminas voltaram para a estufa a 37°C com 5% de
CO; onde permaneceram por 4 dias para maturacdo dos monécitos em macroéfagos.
Apos esse periodo o sobrenadante foi retirado e as células foram infectadas com os
indculos dos isolados de Mtb. O MOI utilizado foi de 1:10 (uma bactéria para 10
macrofagos) e o volume final em cada pogo foi de 200 ul.

Depois de 2hs e 4hs de infec¢do o sobrenadante foi retirado e armazenado e as laminas
foram fixadas a temperatura ambiente por 72hs. As laminas foram entdo coradas pelo

método de Ziehl Neelsen e os macrofagos que fagocitaram Mtb foram contados.

3.11. Dosagem da producio de Oxido Nitrico

Com o proposito de dosar a produgdo de NO como um pardmetro para ativagdo de
macrofagos, foram coletados 50 wl dos sobrenadantes armazenados das culturas de
sangue total e transferidos para uma placa de 96 pocos. Aos 50 ul do sobrenadante
foram adicionados 50 ul do reagente de Griess. Ap6s 10 minutos a placa foi lida a 570
nm. Foi feita uma curva padrdo para determinacdo da concentragdo de nitrito: NaNO;
a diluigdes de 50 uM; 25 uM; 12,5 uM; 6,25 uM; 3,12 uM; 0 (em volume de 200
ul/poco).

3.12. Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Prisma, levando em
consideragdo a natureza das varidveis estudadas. Para comparacdo de dados com
distribuicdo normal entre grupos, foi utilizado o teste T para amostras independentes.
Para comparacdo de dados com distribui¢do ndo normal entre grupos, foi utilizado o
teste de Mann-Whitney. Para andlise de dados obtidos em tempos distintos, foi
utilizado o Teste de Medidas Repetidas. As diferengas foram consideradas

significativas quando p=<0,05.

3.13. Consideracoes éticas
Todos os procedimentos deste estudo foram realizados de acordo com as diretrizes e

normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres humanos. A aprovagdo no
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Comité de Etica em Pesquisa do Centro Biomédico (CEP) foi obtida em 27 de maio de

2009, registro n 032/09.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacio dos isolados utilizados no estudo

Neste estudo foram utilizados 12 isolados clinicos obtidos de amostras de secrecao
pulmonar (escarro) de pacientes com tuberculose com resultado de baciloscopia
positiva. Estes isolados foram selecionados dentre os 22 isolados clinicos descritos
anteriormente por Palaci e cols (PALACI M, 2001) (Tabela 3).

Tabela 3. Informacgdes sobre procedéncia, subtipo genético e perfil de resisténcia a drogas
anti-tuberculose dos isolados de M. tuberculosis.

CIM (w/ml)*

RFLP® Espécime” Bacil® N°Isolado INH RMP PZA EMB SM
S1 Escarro Pos 59502220 <0,1 <2,0 <100,0 <25 <2,0
S2 Escarro Pos 59602685 <0,1 <2,0 <100,0 <25 <2,0
S3 Escarro Pos 59500165 <0,1 <2,0 <100,0 <25 <2,0
S4 Escarro Pos 59501872 <0,1 <2,0 <100,0 <2,5 <2,0
S5 Escarro Pos 59400885 <0,1 <2,0 <100,0 <25 <2,0
S6 Escarro Pos 59700152 <0,1 <2,0 <100,0 <25 <2,0
R1 Escarro Pos 59702696 0,25 2,0 >900,0 <25 8,0
R2 Escarro Pos 59801603 4,0 32,0 <100,0 <25 >128.,0
R3 Escarro Pos 59803053 4,0 32,0 >900,0 <2,5 >128,0
R4 Escarro Pos 59600228 8,0 8,0 >900,0 <25 <2,0
RS Escarro Pos 59400272 8,0 128,0 >900,0 <25 <2,0
R6 Escarro Pos 59800669 >4.0 >32,0 <100,0 <25 <2,0

* Subtipos genéticos do M. tuberculosis caracterizados pela técnica de RFLP-1S6110;

® Origem da amostra do isolado;

‘Resultado do exame de baciloscopia (positiva ou negativa) no momento da consulta inicial;
IConcentragdes inibitérias minimas das seguintes drogas: isoniazida (INH), rifampicina
(RMP), pirazinamida (PZA), etambutol (EMB) e estreptomicina (SM).
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O perfil genético dos isolados de M. tuberculosis utilizados neste estudo, realizado
através do método de RFLP- IS6110 no estudo de Palaci e cols, foi comparado ao da
cepa referéncia MT 14323, cujo perfil apresenta bandas de 14.4, 7.2, 7.0, 4.4, 3.6, 3.0,
2.3,2.0, 1.8, 1.5, 1.4, 1.0 kb (Figura 8) e demonstra que os isolados em questdo sdo
distintos entre si. O numero de copias do marcador IS6110 variou de 5 a 15, tendo a

maioria dos isolados estudados mais de 7 copias.

e
14,4 kb =

7,2 kb
7,0 kb

|

4,4 kb
3,6 kb
3,0kb
2,3kb

2,0 kb
1,8 kb

1
By

1,5kb
1,4 kb

My 1y

1,0 kb

{*

CR S1 S2 S3 S4 S5 S6 Rl R2 R3 R4 R5 R6 CR

Figura 8. Perfis genéticos dos isolados de M. tuberculosis selecionados, definidos pelo
método de RFLP IS6/70. As letras seguidas de numeros indicam cada isolado obtido de
amostra de pacientes. CR indica a cepa de referéncia MT 14323.

A selegdo destes isolados levou em consideracdo informagdes clinicas,
epidemioldgicas e laboratoriais. Apos a selecdo os isolados objetos deste estudo
foram estratificados em dois grupos: a) multi-resistentes as drogas anti-tuberculose
(6 isolados = R1, R2, R3, R4, R5 e R6), e b) sensiveis as drogas anti-tuberculose (6
isolados = S1, S2, S3, S4, S5, e S6).
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4.2. Caracterizacio dos individuos estudados

Vinte e dois voluntarios clinicamente saudaveis foram convidados para fazer parte
deste estudo, sendo 11 individuos com reacdo positiva ao PPD (PPD+), e 11
individuos com reacdo negativa ao PPD (PPD-). Dados demogréaficos destes
voluntarios sdo apresentados na tabela 4. Nem todos os individuos foram utilizados em

todos os experimentos.

Tabela 4. Dados demogréaficos dos individuos clinicamente saudaveis PPD positivos e dos
PPD negativos participantes do estudo. PPD (purified protein derivative).

Idade (anos)

Grupos Sexo N Média +/- Desvio Padriao
PPD positivo 11

Masculino 5 30 +/-5

Feminino 6 34+/-6
PPD negativo 11

Masculino 3 24 +/- 6

Feminino 8 24 +/-5

4.3. Perfil de citocinas no sobrenadante das culturas de sangue total infectadas
com os isolados de M. tuberculosis

A concentracdo de citocinas no sobrenadante de culturas de sangue total infectadas
pelos isolados selecionados e incubadas por 24hs foi determinada com o objetivo de
avaliarmos se a infec¢do com isolados sensiveis (S) ou resistentes (R) aos farmacos
anti-TB alteraria ou ndo o perfil da resposta imune de individuos PPD+ e PPD-. Para a
condugdo deste experimento utilizamos 4 isolados de Mtb sensiveis (S1, S3, S4 e S5) e
4 isolados multidroga resistentes (R1, R3, R4 e R6), e amostras de sangue total de 6
individuos PPD+ e 6 individuos PPD-. Os resultados deste experimento sdo
apresentados na figura 9.

Apesar de uma diferenca significativa entre os niveis de citocinas referentes a cada um
dos isolados utilizados tanto em individuos PPD- quanto entre os PPD+ ndo ter sido
observada, a infeccdo com os isolados S1, S3, S5 ¢ R3 induziram a um aumento nos
niveis das citocinas IFN-y, TNF-a e IL-10 nos sobrenadante das culturas de sangue

total no grupo PPD- (Figura 9). Estes dados sugerem que a infeccdo de células do
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sangue periférico com isolados resistentes a droga nao afetou de forma significativa a
producdo de citocinas no grupo de individuos PPD+ e PPD-, portanto diferencas na

resisténcia aos fArmacos ndo alteram o perfil de citocinas “in vitro”.
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Figura 9. Niveis das citocinas (pg/ml) IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-5, IL-4 e IL-2 nos
sobrenadantes de culturas de sangue total de individuos PPD+ e PPD- infectadas com
isolados sensiveis (S1, S3, S4 e S5), com isolados multidroga resistentes (R1, R3, R4 e R6) e
controle ndo infectado com 24hs de incubagdo. Os resultados estdo expressos em média de
concentracdo da citocina e desvio padrdo para cada grupo analisado.
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4.4. Freqiiéncia de células T reguladoras CD4"'CD25"¢"Foxp3nas culturas de
sangue total infectadas com os isolados de M. tuberculosis

Apesar de diferencas significativas no perfil de citocinas frente aos diversos isolados
testados nao terem sido observadas, alguns isolados induziram uma elevagdo na
producdo de citocinas (S1, S3, S5 e R3) em culturas de sangue total do grupo PPD-.
Considerando que a presenga de células T reguladoras poderia afetar negativamente a
producdo de citocinas importantes na resposta contra o Mtb, a freqiiéncia desta
populacao foi avaliada nos grupos estudados (PPD+ e PPD-) durante a infec¢do com
os diferentes isolados utilizados. Na conducao deste experimento utilizamos 6 isolados
sensiveis (S) e 6 multidroga resistentes (R) e duas cepas controle (H37Ra e H37Rv)
para infectar culturas de sangue total de 6 individuos PPD+ e 6 individuos PPD-.
Assim como observado anteriormente em relagdo ao perfil de citocinas secretadas pos-
infeccdo, a freqiiéncia de linfocitos T reguladores ndo foi afetada significativamente
por nenhum dos isolados e cepa-padrdo utilizados na infec¢do quando comparadas
entre si, tanto no grupo PPD- quanto no PPD+ (Figura 10 A).

A infec¢do de amostras de sangue total, tanto PPD- quanto PPD+, com os isolados S e
R levou a um aumento significativo na freqiiéncia de células T reguladoras quando
comparadas as freqiiéncias observadas em 24hs e 72hs pos-infeccao (Figura 10 B).
Adicionalmente, um aumento significativo (p< 0.05) nas freqiiéncias de linfécitos T
reguladores foi observado nas culturas de sangue total de individuos PPD+ quando
comparados aos PPD-, independente do isolado utilizado, tanto em 24hs quanto em
72hs pos-infeccao (Figura 10 B).

Estes dados sugerem que apesar da infeccdo com isolados R ou S ndo afetar a
concentragdo de células T reguladoras, a infeccao de células de individuos PPD- ou
PPD+ leva a uma expansdo especifica desta populagdo celular. Por outro lado, e de
certa forma ja esperado, diferengas na freqiiéncia de células T reguladoras foram
observadas quando individuos PPD+ sdo comparados a individuos PPD-. Esta
observagao sugere que uma exposi¢cdo prévia ao M. tuberculosis levaria a um aumento
de células T reguladoras especificas para o MTB as quais responderiam a
estimulos/infec¢do por isolados/cepas diferentes da cepa responsavel pela conversio

do PPD.
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Figura 10. A) Freqiiéncia de células CD4" CD25"" Foxp3 em culturas de sangue total de
individuos PPD+ e PPD- estimuladas com isolados sensiveis (S1, S2, S3, S4, S5 e S6), com
isolados multidroga resistentes (R1, R2, R3, R4, R5 e R6) e com as cepas controle H37Ra e
H37Rv nos tempos de 24hs e 72hs. B) Freqiiéncia de células CD4 CD25 Foxp3 em culturas
de sangue total de individuos PPD+ e PPD- infectadas com isolados/cepas de Mtb em 24hs e
72hs de estimulacdo. Os resultados estdo expressos em média do percentual de células e
desvio padrao para cada grupo analisado. Foram considerados significativos os valores de
p=<0,05. As diferencas significativas estdo indicadas nas figuras com os respectivos valores de

p-
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4.5. Capacidade microbicida dos individuos PPD+ e PPD- em culturas de sangue
total

Com o objetivo de investigar se a diferenga na freqiiéncia de células Treg observada
entre os grupos PPD+ e PPD- poderia afetar de alguma forma a resposta microbicida
desses individuos, a contagem de unidades formadoras de colonias (UFCs) dos
isolados R e S e das cepas padrdo H37Ra e H37Rv em culturas de sangue total foram
avaliadas e comparadas através de um ensaio microbicida em sangue total (whole
blood killing assay). Para tal, selecionamos um isolado sensivel a droga (S1) e um
resistente (R6), geneticamente distintos, dentre os 12 isolados estudados. O isolado S1
foi escolhido por se tratar de um isolado que, apesar de sua sensibilidade as drogas,
apresenta uma viruléncia elevada e o isolado R6 porque, além de sua resisténcia as
drogas, ¢ um isolado de uma cepa de alta viruléncia (familia Beijing). Neste
experimento, foram utilizadas amostras de 6 individuos PPD+ e 6 PPD-.

O numero de unidades formadoras de colonia (UFCs) foi quantificado as 4hs e 72hs
pos-exposicao das culturas aos isolados/cepas. Os resultados deste experimento estdo

apresentados na figura 11.
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Figura 11. Capacidade microbicida em culturas de sangue total de individuos PPD+ e PPD-.
Os resultados estdo expressos em média da concentragdo bacilar (UFC/ml) e desvio padrao
para cada grupo analisado. Foram considerados significativos os valores de p=0,05. As
diferencas significativas estdo indicadas nas figuras com os respectivos valores de p.

A concentragdo bacilar, representada por UFC/mL, dos isolados S1 e R6, bem como
das cepas padrao foi significativamente distinta quando os grupos PPD+ e PPD- foram
comparados (Figura 11). O niimero de UFCs para as cepas H37Ra, H37Rv e o isolado
S1 foi significativamente maior no grupo PPD+ apo6s 4 horas de exposi¢do quando
comparados aos resultados obtidos para estas cepas no grupo PPD-. Essa diferenga s6
foi observada para o isolado R6 (resistente aos fairmacos) apos 72 horas de infeccao
(Figura 11).

Paralelamente a quantificagdo de UFCs, calculamos também a razdo da contagem nos
dois tempos de incubagdo (4hs/72hs) para obtencdo do efeito microbicida relativo.
Esses dados sdo apresentados na figura 12. A andlise desses resultados revelou que,

entre os individuos PPD+, o efeito microbicida mais intenso foi observado para a cepa
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H37Ra e o de menor intensidade para o isolado S1. No grupo PPD- o efeito
microbicida mais intenso foi observado para o isolado R6 e de menor intensidade
contra o isolado S1, sugerindo que apesar de ser sensivel as drogas, o isolado S1
apresenta uma resisténcia ao efeito microbicida tanto de individuos PPD+ quanto dos
PPD-. Ja o isolado R6 (isolado da cepa Beijing), apesar de ser um isolado virulento e
resistente as drogas foi melhor controlado (efeito microbicida) por individuos PPD- do

que pelos PPD+ (Figura 12).

2.0
[ PPD-
I PPD+

1.57

1.0

Efeito Microbicida Relativo (AUFC 4hs/UFC 72hs)

H37Ra H37Rv S1 R6

Figura 12. Efeito microbicida relativo nas culturas de sangue total de individuos PPD+ e
PPD- infectadas com as cepas controle H37Ra, H37Rv e com os isolados S1 e R6. Os
resultados estdo expressos na forma de razdo (média da contagem de UFCs em 4hs/média da
contagem de UFCs em 72hs).
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4.6. Atividade fagocitaria dos macrofagos em culturas infectadas com isolados de
M. tuberculosis

Considerando que o aumento da proliferacdo dos isolados observado em culturas do
grupo PPD+ (especialmente com 4hs de infec¢ao) poderia ser devido a um aumento na
atividade fagocitica de seus macrofagos, culturas de macrofagos diferenciados a partir
de amostras de sangue total de individuos PPD+ (n=3) e PPD- (n=3) foram infectados
com os isolados S1 e R6 e o numero de células infectadas quantificado ap6s 2hs e 4hs
de exposicao. Foram considerados infectados os macréfagos que continham bacilos

em seu interior (Figura 13). Os dados s@o apresentados na figura 14.

A B

»
Q&
%

Figura 13. Imagem ao microscopio Optico (objetiva 100x) de macréfagos de individuos A)
PPD+ e B) PPD- contendo bacilos em seu interior. As ldminas foram coradas pela técnica de
Ziehl Neelsen.

A andlise dos resultados revelou que com 2hs de infec¢do o nimero de macrofagos
infectados pelo isolado S1 era significativamente maior nas amostras de individuos
PPD+ quando comparadas aos PPD-, porém essa diferenga desaparecia com 4hs de
exposicao. Ja o nimero de macrofagos infectados pelo isolado R6 foi semelhante entre

os grupos PPD+ e PPD- nos dois tempos analisados.
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Figura 14. Avaliagdo da fagocitose em culturas de macrofagos diferenciados in vitro a partir
de amostras de individuos PPD+ e PPD- infectadas com os isolados de Mtb S1 e R6 com 2hs
e 4hs de estimulacdo. Os resultados estdo expressos em numero absoluto de macrdéfagos
contendo bacilos/pogo da ldmina e desvio padrdo para cada grupo analisado. Foram
considerados significativos os valores de p<0,05. As diferengas significativas estdo indicadas
nas figuras com os respectivos valores de p.

4.7. Dosagem da producao de 6xido nitrico (NO) pelos macrofagos em culturas de
sangue total infectadas com isolados de M. tuberculosis

Como diferengas na resposta microbicida contra os isolados S1 e R6 foram observadas
em culturas dos grupos PPD- e PPD+, a concentragdo de oxido nitrico (NO) nos
sobrenadante das culturas de sangue total ap6s 72hs de incubagdo foram avaliadas
como um indicador alternativo do estado de ativagdo dos macrofagos. Para este
experimento utilizamos amostras de sangue de 6 individuos PPD+ e 6 individuos PPD-
, seus resultados sdo exibidos na figura 15.

Os niveis de NO encontrados no sobrenadante de cultura do grupo PPD+ ndo variaram
frente as cepas/isolados utilizados na infec¢do (Figura 15). Por outro lado, quando os
niveis de NO foram avaliados em sobrenadante de cultura de individuos PPD- os
isolados S1 e R6 induziram niveis 2-3 vezes maiores do que os observados para as
cepas padrdo H37Ra e H37Rv (Figura 15). Apesar de ndo serem significativos estes
dados sugerem que individuos PPD- possam apresentar uma atividade microbicida

maior do que os PPD+.
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Figura 15. Niveis de 6xido nitrico (uM) em sobrenadante de culturas de sangue total de
individuos PPD+ e PPD- infectadas com os isolados S1 ou R6, com as cepas controle H37Ra
ou H37Rv e controle ndo infectado com 72hs de incubagdo. Os resultados estdo expressos em
média da concentragdo de NO (uM) e desvio padrdo para cada grupo analisado.

4.8. Dosagem dos niveis de citocinas em culturas de CMSP

Considerando que os niveis de NO encontrados poderiam estar associados a alteragdes
na produ¢do de citocinas, a concentragdo de IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IFN-y ¢ TNF-a
foi determinada em sobrenadantes de culturas de CMSP de individuos PPD+ e PPD-
apos infec¢do com os isolados S1 e R6. Para a condugdo deste experimento utilizamos
amostras de 5 individuos PPD+ e 5 individuos PPD-.

Dados apresentados na figura 16 demonstram que os niveis de IL-4, IL-5, e IL-10 nao
variaram significativamente nos grupos estudados. Por outro lado, convém destacar
que as culturas de amostras de CMSP de individuos PPD+ quando estimuladas com o
isolado S1 mostram uma tendéncia de aumento na produ¢do de IL-2. Estes dados
mostram que diferencas na resisténcia ou susceptibilidade as drogas ndo afetam

significativamente a producao de citocinas.
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Figura 16. Niveis de citocinas em culturas de CMSP de individuos PPD+ e PPD- infectadas
com os isolados S1 € R6 com 72hs de infecgdo. Os resultados estdo expressos em média de
concentracdo da citocina (pg/ml) e desvio padrdo para cada grupo analisado.
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4.9. Capacidade microbicida de individuos PPD+ e PPD- em culturas de CMSP
realizadas na presenca e auséncia de células T reguladoras

Com o objetivo de investigarmos se as diferencas observadas na proliferagdo de Mtb
em individuos PPD+ eram provocadas pelo aumento na freqiiéncia de células T
reguladoras, culturas de CMSP de individuos PPD+ (n=5) e individuos PPD- (n=5)
infectadas com os isolados S1 e R6 foram realizadas na presenca e auséncia (deplecao)
das células T reguladoras. Foi feita a quantificagdo de UFCs nessas culturas e seus
resultados sdo exibidos nas figuras 17 e 18.

Quando comparamos o numero de UFCs em culturas de CMSP na presenga ou
auséncia de células T reguladoras em um mesmo grupo de individuos (PPD+ ou PPD-)
(Figura 17) observamos que, no grupo PPD+, a contagem de UFCs dos isolados S1 e
R6 diminuiu de 4hs para 72hs apos a deplecao de células Treg, sugerindo que a
presenca destas células poderia estar associada & menor atividade microbicida
observada nesse grupo. Por outro lado, a contagem de UFCs dos isolados S1 ¢ R6 em
culturas do grupo PPD- diminuiu abruptamente em 4hs e se manteve baixa até 72hs,

independente da presenga ou auséncia de células Treg.
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Figura 17. Cinética da capacidade microbicida em culturas de CMSP de individuos PPD+ e
PPD- na presenga ou auséncia de células Treg com Oh, 4hs e 72hs de estimulagdo. Os
resultados estdo expressos em média da quantidade relativa de UFCs em porcentagem.
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Ao concentrarmos nossa analise no periodo de 72hs poés-infecgao (FiguralS)
observamos que a deplecdo de células T reguladoras aumentou significantemente a
atividade microbicida de individuos do grupo PPD+ tanto para o isolado S1 quanto
para o R6, aqui representadas pela diminui¢do no niimero de UFCs. No grupo PPD-, a
deplecdo de células Treg ndo produziu uma diferenca significativa na atividade
microbicida contra o isolado SI, porém um aumento significativo (p=0,018) na
atividade microbicida contra o isolado R6 foi observado. Esses dados sugerem que a
presenga de células Treg afeta negativamente a atividade microbicida contra
micobactérias tanto no grupo PPD- quanto no PPD+, sendo que neste ultimo grupo a
deple¢do destas células levou a uma diminui¢do altamente significativa para o isolado

S1 (p=0.0011) e para o R6 (p=0.002).
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Figura 18. Contagem de UFCs em culturas de CMSP de individuos PPD+ e PPD- na
presenca ou auséncia de células Treg infectadas com os isolados S1 e R6 com 72hs de
estimulacdo. Os resultados estdo expressos em média da concentragdo de Unidades
Formadoras de Colonia (UFC/ml) e desvio padrido para cada grupo analisado. Foram
considerados significativos os valores de p<0,05. As diferengas significativas estdo indicadas
nas figuras com os respectivos valores de p.

A razdo da contagem de UFCs (4hs/72hs) mostra que a deplecdo destas células
aumentou o efeito microbicida nas culturas de CMSP de individuos PPD+ contra os

isolados S1 e R6, como pode ser observado na figura 19.
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Figura 19. Efeito microbicida relativo em culturas de CMSP de individuos PPD+ e PPD- na
presenca ou auséncia de células Treg infectadas com os isolados S1 e R6. Os resultados estao
expressos na forma de razdo (média da contagem de UFCs em 4hs/média da contagem de
UFCs em 72hs).

4.10. Perfil de citocinas no sobrenadante das culturas de CMSP realizadas na
presenca e na auséncia de células T reguladoras infectadas com isolados de M.
tuberculosis

Apds demonstrarmos que a deple¢do de células T reguladoras aumentava a atividade
microbicida em culturas de CMSP de individuos PPD+, avaliamos seu impacto na
producdo de IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IFN-y e TNF-a em sobrenadantes de culturas de
CMSP na presenca e auséncia de Tregs. Neste experimento foram utilizadas amostras
de individuos PPD+ (n=5) e individuos PPD- (n=5). Como esperado, a deplecdo de
células T reguladoras levou a um aumento significante da producao de IL-2 ¢ TNF-a
nos sobrenadantes de cultura de ambos os grupos (Figura 20). Os niveis de IFN-y
aumentaram no sobrenadante das culturas depletadas somente no grupo PPD+.
Paralelamente, observamos um aumento significativo nos niveis de IL-10 pds-
deplecao das células T reguladoras, sugerindo que, neste caso, essa citocina possa nao
ser produzida diretamente pelas Tregs. Apesar da elevagdo na producdo de citocinas
pos-deplecdo, os niveis de IL-2, IL-10, IFN-y e TNF-a em culturas infectadas com o
isolado S1 ndo foram diferente dos niveis observados para o isolado R6. Todavia, a
deplecao de células Tregs em culturas de CMSP de individuos PPD+ infectadas com o
isolado S1 induziu um aumento 2-3 maior na produ¢do de IFN-y e IL-2 quando

comparado as culturas infectadas com R6.
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Figura 20. Niveis de citocinas nas culturas de CMSP de individuos PPD+ e PPD- na presenga
ou auséncia de Treg infectadas com os isolados S1 e R6 com 72hs de estimulagdo. Os
resultados estdo expressos em média de concentracdo da citocina (pg/ml) e desvio padrdo
para cada grupo analisado. Foram considerados significativos os valores de p=0,05. As
diferencas significativas estdo indicadas nas figuras com os respectivos valores de p.
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5. DISCUSSAO

A resposta imune celular, particularmente aquela mediada por linfocitos T, tem um
papel central no controle da replicagdo do M. tuberculosis. Porém, a causa pela qual
alguns individuos sdo mais susceptiveis a tuberculose do que outros ainda nao foi
totalmente elucidada. A identificacdo de fatores que diferenciem esses dois grupos de
individuos ¢ importante para elucidagdo dessa resposta e dos seus mecanismos

efetores bem como para definir uma estratégia de prevencdo mais eficaz.

O fato de que apenas 10% a 30% dos individuos que entram em contato com o bacilo
se tornam infectados sugere que alguns individuos sdo capazes de eliminar a infec¢ao
pelo M. tuberculosis rapidamente. Uma forma de diferenciar esses individuos ¢ por
meio do teste intradérmico utilizando o PPD, ao qual permanecem negativos (ndo-
reativos). Outros individuos conseguem controlar a infeccdo, porém se tornam
sensiveis a antigenos micobacterianos sendo, portanto, positivos ao teste com PPD.
Desta forma, caracteristicas individuais podem ser fatores determinantes de

susceptibilidade ou resisténcia a tuberculose.

Um possivel fator de susceptibilidade a tuberculose ¢ a diminuigdo na producdo de
citocinas do tipo Thl, especialmente o IFN-y (TING et al, 1999; LI and WU, 2008;
HIRSCH et al, 1999), e o aumento na producdo de citocinas imunomoduladoras, como
a IL-10 e TGF-B (GONG et al, 1996; TOOSSI and ELLNER, 1998) ap6s infec¢ao por
Mtb. A atuacdo dessas citocinas tem sido amplamente descrita pela literatura tanto na

tuberculose quanto em outras doengas infecciosas.

Além disso, alguns trabalhos tém focado na producdo de citocinas em culturas com
diferentes isolados infectantes, como o realizado por Fujiwara et al que demonstrou
um aumento na concentracdo de IL-10 em sobrenadantes de culturas de CMSP
estimuladas com isolados de M. tuberculosis multidroga resistentes quando
comparadas as culturas estimuladas com isolados sensiveis (FUIIWARA et al, 1996).
Outro estudo revelou que isolados clinicos de Mtb sensiveis aos farmacos sinalizaram
melhor a expressdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-1f3, IL-6 e TNF-0) quando
comparados com isolados MDR em culturas em macréfagos diferenciados de células

THP-1 (linhagem monocitica humana) (COUTO J, 2008).
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Tendo como base os dados supracitados, primeiramente, avaliamos a produgdo de
citocinas no sobrenadante de culturas de sangue total de individuos PPD+ e PPD-
infectadas com isolados sensiveis ou resistentes aos farmacos anti-TB. O resultado
encontrado ndo mostrou diferenga significativa entre os niveis de IFN- y, TNF- a, IL-
10, IL-5, IL-4 e IL2 nos sobrenadantes das culturas infectadas, independente do
isolado ou do grupo de individuos estudados. Essa auséncia de significancia observada
no nosso estudo estd em desacordo com os trabalhos anteriormente citados
(FUJIWARA et al, 1996; COUTO J, 2008). Uma possivel explicacdo se deve ao fato
das diferencgas estatisticas reportadas por Fujiwara terem sido observadas apenas
quando sobrenadantes de cultura com 3 dias de incubacdo foram avaliadas, ndo tendo
sido encontrado em culturas incubadas por 24hs ou 5 dias (FUIIWARA et al, 1996).
Apesar de ndo termos encontrado uma diferenca significativa entre os isolados
resistentes ou sensiveis, foi possivel notar que os isolados S1, S3, S5 e R3 levaram a
um aumento nos niveis de IFN- y, TNF- a, IL-10 no grupo PPD-. Essa observacgdo
sugere que o estado reacional ao PPD poderia ser o fator responsavel por alteragcdes na
produgdo de citocinas e ndo o perfil de resisténcia dos isolados.

hebEoxp3”, ou células T

A presenga da subpopulagio de linfocitos T CD4 CD25
reguladoras, ¢ um elemento de destaque na susceptibilidade a TB. O envolvimento
destas células no controle de respostas auto-imunes ja foi anteriormente comprovado,
entretanto o papel das células reguladoras nas doengas infecciosas continua sendo de
grande interesse no meio cientifico. Na TB, ainda ndo est4 claro se a expansdo dessas
células ¢ a causa ou a conseqiiéncia do desenvolvimento da doenca. Provavelmente,
elas sdo expandidas como uma resposta adaptativa do hospedeiro para limitar a reacdo
inflamatoria e consequentemente o dano tecidual induzido durante a resposta imune
contra a micobactéria. Porém, ¢ possivel que células Tregs sejam expandidas em

resposta a infeccdo por M. tuberculosis através do reconhecimento de produtos

micobacterianos especificos.

O fato ¢ que estudos tém revelado que a infeccdo pelo Mtb aumenta a freqiiéncia das
células Tregs sendo acompanhada da producdo de respostas antiinflamatoérias ou
imunossupressoras permitindo, assim, a permanéncia da micobactéria no hospedeiro
infectado (GUYOT-REVOL et al, 2006; RIBEIRO-RODRIGUES et al, 2006, CHEN
et al, 2007).
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Refletindo sobre esse cenario foi avaliada entdo a freqliéncia de células T
CD4"CD25"&"Foxp3” (Treg) em culturas de sangue total de individuos PPD+ ¢ PPD-
infectadas com isolados clinicos sensiveis e multidroga resistentes. Quando individuos
PPD- foram comparados aos PPD+, observamos que os dois grupos diferiam
significativamente quanto a freqiiéncia das células T reguladoras. Nossos resultados
revelam que os individuos PPD+ apresentam uma elevacao na freqiiéncia de linfécitos
T reguladores, tanto nas culturas de 24hs quanto nas de 72hs, quando comparadas ao
grupo de individuos PPD-. Recentemente, Garg e cols demonstraram que o Mtb
promove uma expansao de células T reguladoras, dependente de Man-LAM (manose-
lipoarabinomanana) e PGE2 (prostaglandina E2), a partir de CMSP de individuos
PPD+, o que ndo ocorre em individuos PPD- (GARG et al, 2008). Esse dado corrobora
nossos resultados e ambos tém relevancia para as manifestacdes clinicas da infeccao
por Mtb, visto que em pacientes com uma produgdo de IFN- y reduzida em resposta ao
Mtb (HIRSCH et al, 1999), o numero de Tregs ¢ ainda maior do que em individuos
PPD+ (GUYOT-REVOL et al, 2006; RIBEIRO-RODRIGUES et al, 2006).

Uma possivel justificativa para o aumento da freqiiéncia de células Tregs nos
individuos PPD+ com relacdo aos PPD- foi demonstrada no estudo de Vukmanovic-
Stejic e cols (VUKMANOVIC-STEJIC et al, 2006) que revelou uma proximidade
clonal entre células de memoria expandidas e células T reguladoras CD4", indicando
que elas sdo provavelmente derivadas da mesma populagio precursora e sugerindo que
a expansdo de células T CD4" por algum estimulo especifico, como o Mtb, poderia
induzir células T reguladoras CD4 CD25"¢"Foxp3 especificas para o Mtb. Além
disso, quando avaliada a expressdo de CD45RO (marcador de células T de memoria)
em células CD4"CD25"¢"Foxp3"* constatou-se que mais de 95% dessas células eram
CD45RO" (MARIN et al, 2010).

Isso nos permite supor que a especificidade das células T CD4'CD25Foxp3™ de
memoéria para Mtb presente em individuos PPD positivos pode determinar a
capacidade de conversdo periférica dessas células em linfocitos T reguladores
CD4'CD25""Foxp3”.

A possibilidade de células T reguladoras serem realmente antigeno-especificas pode
explicar a grande variac¢@o na eficacia da vacina BCG, sendo mais eficiente nas regides
frias e funcionando pouco nos paises tropicais, nos quais o nivel de exposi¢do as

micobactérias ambientais ¢ maior. Por isso ¢ importante uma investigagcdo sobre a
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possibilidade da BCG e das micobactérias ambientais ativarem e manterem
populacdes de células Treg, e conseqiientemente controlarem a resposta imune contra
a TB, visto que o Mtb compartilha vérios antigenos com as micobactérias ambientais e
também com a BCG. Além disso, a compreensdo de mecanismos que possa anular
seletivamente o papel dessas células T reguladoras convertidas perifericamente
poderia trazer algum beneficio, especialmente para o desenvolvimento de uma vacina
mais efetiva para a tuberculose.

Uma possivel explicagdo para a ineficdcia parcial da BCG foi revelado por Verver e
cols (VERVER et al, 2005) os quais demonstraram que pessoas tratadas com sucesso
para TB apresentam um risco maior de adoecer novamente por essa doenca quando
comparados a populacdo em geral, ao contrario do que ocorre em outras doencas
bacterianas nas quais as pessoas que ja foram doentes e tratadas com sucesso
desenvolvem uma resposta imune adquirida (de memoria) e se tornam mais protegidas
do que pessoas que nunca tiveram a doenga.

A reunido desses achados sugere que a BCG, ao invés de proteger, poderia tornar os
individuos vacinados mais susceptiveis @ TB ao sensibilizé-los e permitir a conversao
periférica das células T de memoria em células T reguladoras.

Em nosso estudo foi também considerada a perspectiva da micobactéria. Muitos
relatos apresentam evidencias de que o M. tuberculosis consegue burlar mecanismos
microbicidas os quais deveriam ser eficientes para eliminagdo de microorganismos.
Quanto mais virulenta a cepa de micobactéria, menor sua capacidade em estimular a
secrecdo de citocinas, como o TNF-a, por macrofagos (MENDELSON et al, 2005) e
de induzir a apoptose de macrofagos (RIOS-BARRERA et al, 2006). Além disso, o
Mtb exibe uma capacidade de modular negativamente a expressao de moléculas co-
estimuladoras (RAJAVELU and DAS, 2008), de interferir na fun¢do das APC (NOSS
et al, 2001), de interferir ou bloquear a transcri¢do de genes relacionados a capacidade
microbicida dos macréfagos (FORTUNE et al, 2004), de suprir a resposta proliferativa
de linfocitos (RAJAVELU and DAS, 2008) e induzir apoptose de linfécitos (RIOS-
BARRERA et al, 2006).

Noés procuramos mostrar que, além do hospedeiro, o background genético do Mtb e
seu perfil de resisténcia as drogas também poderiam influenciar negativamente alguns
mecanismos da resposta imune. A maioria dos microorganismos tenta evitar sua
eliminagdo pela resposta imune do hospedeiro para garantir sua transmissdo. Assim,

durante a infec¢do, mecanismos de regulagdo da resposta imunoldégica podem resultar
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de uma resposta do hospedeiro ao agente infeccioso como uma tentativa de manter ou
recuperar a homeostasia, podendo também ser ativamente induzido pelo patéogeno com
o intuito de favorecer sua sobrevivéncia. Essa forma de regulagdo/evasdo pode ser
alcangada diretamente pela inducdo de citocinas reguladoras no hospedeiro ou
indiretamente pela geragdo de células reguladoras.

high o x p3*

Porém, nossos resultados comparando a frequéncia de células CD4'CD25
em culturas de sangue total infectadas com isolados de Mtb multidroga resistentes ou
com isolados de Mtb sensiveis ndo revelou diferengas significativas. Esse dado
corrobora os dados do trabalho de Palaci e cols (PALACI M, 2001), os quais
utilizaram os mesmos isolados clinicos e avaliaram a capacidade de multiplicagdo
intracelular destes em culturas de macréfagos. Palaci e cols ndo encontraram diferenga
significativa no indice de multiplicagdo intracelular de isolados sensiveis e multidroga
resistentes. Porém, estes autores destacaram o isolado S1 por sua alta capacidade
proliferativa e o R6 pelo seu genodtipo de cepa altamente virulenta (familia Beijing),
ambos utilizados nesse estudo.

A taxa de proliferagdo do Mtb em culturas de sangue total de individuos PPD+ ¢ PPD-
foi utilizada para investigarmos se a diferenca na frequéncia de células Treg entre
esses dois grupos poderia afetar a resposta microbicida desses individuos contra dois
isolados (S1 e R6) e duas cepas padrio (H37Ra e H37Rv). Como observado
anteriormente por Palaci e cols (PALACI M, 2001), nenhuma diferenga significativa
foi observada entre os isolados/cepas, com excecdo do isolado S1, o qual se destacou
por sua alta taxa proliferativa evidenciada no grupo PPD-.

Porém, ao compararmos os grupos PPD+ e PPD- diferencgas significativas na resposta
microbicida foram encontradas, o grupo PPD+ apresentou resposta microbicida
reduzida 4hs poés-infeccdo com as cepas H37Ra e H37Rv e com o isolado S1 quando
comparadas as encontradas no grupo PPD-, ja para o isolado R6 essa diferenca s6 foi
observada 72hs apo6s a infec¢ao.

Esses dados nos levaram a supor que a menor atividade microbicida, observada com
4hs pos-infec¢do no grupo PPD+ quando comparada ao grupo PPD-, pode ser causada
por uma atividade fagocitica elevada por parte dos macrofagos dos individuos PPD+,
ou por uma atividade microbicida mais vigorosa e efetiva no grupo PPD-. Porém,
dados do experimento de cinética da fagocitose, no qual culturas de macréfagos

diferenciados foram infectadas com os isolados S1 ¢ R6 (MOI 10) e avaliados nos



82

tempos de 2hs e 4hs poés-infecgdo, demonstraram que ndo houve diferenga
significativa na fagocitose do isolado S1 e R6 4hs pds-infeccao.

Com base nesses dados e nos dados anteriores podemos sugerir que a menor
capacidade microbicida observada no grupo de individuos PPD+ pode ser fruto da
maior freqliéncia de células T reguladoras observada no grupo PPD+. Células Tregs
poderiam afetar negativamente a resposta microbicida dos individuos PPD+ através de
diversos mecanismos como, por exemplo, através da produgdo de citocinas
imunomoduladoras (ASSEMAN et al, 1999; MANN et al, 2007; SCHUMACHER et
al, 2007; FAHLEN et al, 2005), por citolise (GROSSMAN et al, 2004) e de distarbio
celulares levando a um aumento no consumo local de IL-2 (PANDIYAN et al, 2007).
Sabemos que a ativacdo de macrofagos via IFN-y e TNF-q, estimula a producao de
iNOS2 (Inducible Nitric Oxide Synthase-2 ) e ROIs (Reactive Oxigen Intermediates),
os quais apresentam uma atividade microbicida potente contra Mtb (BERRINGTON
and HAWN, 2007; DING et al, 1988; AXELROD et al, 2008). Em nosso estudo, o
estado de ativagdo dos macrofagos de individuos PPD+ e PPD- foi avaliado através da
dosagem de 6xido nitrico (NO) no sobrenadante das culturas de sangue total apds 72hs
de infecgao.

Mesmo nado sendo significativos, dados deste experimento demonstram que a infec¢ao
de macrofagos do grupo PPD- pelos isolados S1 e R6 induziram niveis de NO 2-3
vezes maiores do que os observados para as cepas padrao H37Ra e H37Rv no mesmo
grupo e de 2-3 vezes maior do que os niveis observados no grupo PPD+, independente
da origem do isolado/cepa. Nossos dados sugerem que células dos individuos PPD-
apresentam uma atividade microbicida mais vigorosa quando comparadas com o grupo
PPD+. Esses resultados podem estar também relacionados ao aumento na freqiiéncia
de células T reguladoras encontrada nos individuos PPD+, as quais poderiam atuar de
forma negativa, diminuindo a ativagdo de macréfagos e, por conseguinte, a producao
de NO.

Como a sintese e liberagdo de NO estdo associadas a produgdo de determinadas
citocinas, a concentracdo de IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IFN-y e TNF-a foi determinada
no sobrenadante de culturas de CMSP de individuos PPD+ e PPD- apds 72hs de
infeccdo com os isolados S1 e R6. Niveis elevados de IFN-y encontrados em culturas
de CMSP de individuos PPD- infectadas com R6 coincidem com a elevagdo na
concentragdo de NO. Um aumento na produgdo de IL-2 em culturas de CMSP de

individuos PPD+ infectadas com S1 foi observado e sugere que o mecanismo de
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controle/inibicdo da resposta microbicida utilizado pelas células T reguladoras,
encontradas em maior freqiiéncia nesse grupo, possa nao ser a privagdo da citocina IL-
2.

Considerando que todas as evidéncias por nos encontradas durante a execugdo deste
projeto apontavam para uma participagdo importante das células Tregs na diminuigdo
da atividade microbicida dos individuos PPD+, decidimos investigar qual seria o efeito
da remocdo destas células nas amostras testadas. Culturas de CMSP de individuos
PPD+ e PPD- das quais foram depletadas as células T CD4'CD25" foram infectadas
com os isolados de Mtb. A deplecdo de células Tregs levou a uma diminuicio
significativa da proliferacdo de ambos os isolados utilizados (S1 e R6) em ambos os
grupos com um impacto muito expressivo em culturas de CMSP de individuos PPD+.
Esse aumento na resposta microbicida do grupo PPD+ nas culturas de CMSP na
auséncia das células T CD4'CD25" confirmou nossa a suspeita de que as células T
reguladoras afetariam negativamente a resposta imune nesse grupo de individuos em
infec¢des por M. tuberculosis.

Paralelamente, avaliamos, também, o impacto da deplegdo de células T CD4'CD25"
na produgdo de IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IFN-y e TNF-o em sobrenadante de culturas de
CMSP de individuos PPD+ e PPD-. Como esperado, a auséncia de células T
reguladoras resultou no aumento significativo da producdo de IL-2 e TNF-a nos
sobrenadantes de culturas de ambos os grupos, e de IFN-y somente no grupo PPD+.
Um aumento nos niveis de IL-10 nos sobrenadantes pos-deplecdo das Tregs foi
também observado, sugerindo que essa citocina talvez ndo seja produzida por essas
células, portanto que o mecanismo de modulacdo da resposta utilizado pelas Tregs
neste caso ndo ¢ mediado pela IL-10. Resultados similares aos nossos foram
reportados anteriormente por Chen e cols (CHEN et al, 2007) os quais mostraram que
um aumento na freqiiéncia de células T reguladoras durante a tuberculose afeta
negativamente a produgdo tanto de IFN-y quanto da IL-10. Outro trabalho sobre o
efeito de células Treg na producdo de IFN- y revelou que culturas de CMSP de
individuos com TB ativa e individuos PPD+ estimuladas com os antigenos ESAT-6,
CFP-10 e PPD aumentaram a freqiiéncia de células produtoras de IFN- y na auséncia
de Treg (MARIN et al, 2010). Além disso, nesse mesmo estudo foi demonstrado que a
modulagdo exercida pelas Tregs na freqiiéncia de células produtoras de IFN- y ndo era

dependente de IL-10. Apesar do estimulo utilizado nesse trabalho (antigenos) ser
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diferente do utilizado no nosso estudo (Mtb viavel), esses dados corroboram nossos
dados.

Em suma, acreditamos que individuos positivos para o teste intradérmico com PPD
possuem freqiiéncia de células T reguladoras (CD4 CD25Foxp3") maior do que
individuos PPD- e que essas células sdo convertidas em Tregs a partir de células T de
memoria antigeno-especificas para Mtb perifericamente, sendo classificadas como
células T reguladoras induzidas. A presenca dessa populacdo celular afetaria
negativamente a resposta imune dos individuos PPD+ levando a uma diminui¢do da
atividade microbicida de macrofagos, permitindo assim a proliferacdo do bacilo.
Acreditamos ainda que os mecanismos utilizados pelas células Tregs para modular
negativamente a atividade microbicida seja independente de IL-10 e do disturbio
metabdlico por consumo local de IL-2.

Dados obtidos em nosso estudo vao de encontro ao paradigma de que uma pessoa
PPD+ seria mais resistente ao Mtb pelo fato de possuir uma resposta celular contra o
bacilo (reagdo positiva ao PPD). Os dados aqui apresentados quando somados aos da
literatura cientifica reforcam a hipotese de que a pré-exposi¢do ao M. tuberculosis
pode induzir células T reguladoras as quais teriam uma influéncia negativa na
patogénese da tuberculose. Aparentemente, a presenca das células T reguladoras
especificas para o M.tuberculosis induziria um aumento na susceptibilidade do
hospedeiro as infec¢des pelo bacilo, através do comprometimento da habilidade do
hospedeiro em organizar uma resposta imune protetora contra essa infec¢do. Uma
implicagdo pratica, baseada nessa hipotese, € que a exposicao prévia ao Mtb ou mesmo
ao BCG, poderia induzir ou pelo menos estimular o aumento na freqiiéncia de células
T reguladoras e que essas células causariam uma modula¢do imune negativa causando
um aumento na susceptibilidade a infec¢do, como sugerido por Verver et al (VERVER
et al, 2005).

O papel das células T reguladoras na TB latente ainda ndo estd esclarecido e novos
estudos sdo necessdrios para esclarecermos esse topico. Um possivel uso dessas
células seria como biomarcadores preditivos para o desenvolvimento da TB ativa em

individuos com alto risco, como contactantes de pacientes com tuberculose.
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5. CONCLUSOES

Os resultados do nosso estudo mostraram que:

—

A freqiiéncia  células T  reguladoras CD4'CD25Foxp3”™  foi
significativamente maior entre individuos positivos ao teste com PPD (PPD+)

quando comparados a individuos negativos ao teste com PPD (PPD-).

2. O fendtipo dos isolados de Mtb quanto a resisténcia ou nao aos farmacos, ndo
afetou significativamente a freqiiéncia de células T reguladoras e os niveis de

citocinas tanto no grupo PPD- quanto no PPD+.

3. A capacidade microbicida dos individuos PPD+ e PPD- em culturas de
sangue total foi significativamente maior no grupo PPD+ quando comparada

ao grupo PPD-.

4. O estado reacional dos individuos ao PPD ndo afetou nem a capacidade

fagocitaria “in vitro” de macréfagos nem a producao de 6xido nitrico (NO).

5. A deplecdo de células T CD4'CD25" levou a uma menor contagem de UFCs
¢ um maior nivel de IL-2, TNF-a e IL-10 no sobrenadante das culturas de
CMSP tanto no grupo PPD+ quanto no PPD-. E a um aumento no nivel de
IFN-y no grupo PPD+.

CONCLUSAO FINAL:

Dados obtidos em nosso estudo mostraram pela primeira vez que a pré-exposi¢ao ao
M. tuberculosis pode induzir células T reguladoras especificas, as quais comprometem
a habilidade do hospedeiro em organizar uma resposta imune protetora contra essa
infec¢do, provocando um aumento na susceptibilidade do individuo PPD+ a infec¢des

subseqiientes.
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