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RESUMO

A Tuberculose (TB) ainda é uma ameaca global a humanidade, sem vacina eficaz
disponivel até momento. Estudos epidemiolégicos tém demonstrado que o
Mycobacterium tuberculosis (MTB) e os helmintos sdo coendémicos em muitas
regides no mundo, e que as “coinfeccbes” com esses patdgenos sao frequentes. A
infeccdo por helmintos intestinais pode ser um dos fatores de risco para o
desenvolvimento da TB pulmonar ativa. Através de marcacdes fenotipicas e
dosagem de citocinas e quimiocinas, pretendemos mostrar que 0S vermes Sao
capazes de desviar a resposta Th-1 protetora para a Tuberculose para a Th-2
caracteristica nas helmintiases intestinais. Cultura de sangue total para dosagem de
citocinas e quimiocinas pela técnica de microesferas marcadas para leitura em
citbmetro de fluxo, em conjunto com a imunofenotipagem de células dendriticas
(DCs) e monocitos/macrofagos através de marcadores extra e intracelulares via
citometria, foram utilizadas com o objetivo de se estudar alguns aspectos da
imunidade inata em pacientes com TB, com TB e helmintiases intestinais
(TB+HELM), com helmintos, e controles saudaveis. Para tal foram avaliados: a)
o numero e fendtipo de DCs e mondcitos/macréfagos do sangue periférico; e b)
a producéao de citocinas (IL-10, IL-12, TNF-a, IL-6 e IL-1B) e de algumas quimiocinas
(CCL2, CCL5, CXCL-8, CXCL9 e CXCL-10) no sobrenadante de cultura de sangue
total apds estimulo com antigenos de MTB. A andlise de células dendriticas e
macrofagos circulantes, e a avaliacao de citocinas e quimiocinas em pacientes com
TB+HELM, nos permite concluir que: a) A maioria das DCs apresentava fendtipo de
células imaturas. Entre as células com fenoétipo de células maduras, existiam células
mDC DC-SIGN" e pDC CD123'CD40", fenotipos compativeis com DCs maduras
indutoras de resposta Th-2; b) A maior parte dos macrofagos avaliados estava
ativada e expressava DC-SIGN (fendtipo é compativel com macrofagos M2); c) A
producédo de citocinas mostrou-se significativamente maior para IL-10, TNF-a e IL-6,
enquanto IL-1p teve uma tendéncia ao aumento. No entanto, os niveis de IL-12
permaneceram semelhantes ao grupo controle; d) Reducéao significante da producéo
de CCL-2, tendéncia a menor producdo de CXCL-8 e aumento ndo significativo de
CXCL-10 foram observados, ao passo que quimiocinas CXCL-9 e CCL-5 nao foram
detectadas. Embora o numero de casos estudados ndo permita uma afirmacao
conclusiva, as observacbes admitem a possibilidade de que a infeccdo com
helmintos intestinais em pacientes com tuberculose possa estar interferindo na
resposta Th-1 aos antigenos de MTB.



ABSTRACT

The Tuberculosis (TB) remains a global threat to humanity, which no effective
vaccine available until now. Epidemiological studies have shown that Mycobacterium
tuberculosis (MTB) and helminths are co-endemic in many regions in the world, and
that co-infections with these pathogens are frequent. The intestinal helminths
infection may be a risk factor to the development of active pulmonary TB. Through
phenotypic markings and dosage of cytokines and chemokines, we aimed to show
that the worms are capable to deviate the Th-1 response TB protective to the Th-2
response, characteristic in intestinal helminthiasis. Blood culture for cytokines and
chemokines dosage was done by the technique of marked microspheres for reading
on flow cytometry, in conjunction with immunophenotyping of dendritic cells (DCs)
and monocytes / macrophages through extra and intracellular markers by cytometry
were used to study some aspects of innate immunity in TB patients, TB and intestinal
helminths patients (TB + HELM), patients with helminths, and healthy controls. Were
analyzed: a) The number and phenotype of DCs and monocytes/macrophages in
peripheral blood, and b) The production of cytokines (IL-10, IL-12, TNF-a, IL-6 and
IL-1B) and of some chemokines (CCL2, CCL5, CXCL8, CXCL9 and CXCL10) in the
culture supernatant of whole blood after stimulation with MTB antigens. The analysis
of circulating dendritic cells and macrophages, and evaluation of cytokines and
chemokines in patients with TB + HELM, should us conclude that: a) The majority of
DCs were immature cell phenotype. Among the cells with mature cell phenotype,
there were cells mDC DC-SIGN + and CD40 + CD123 + pDC, phenotypes consistent
with mature DCs to induce Th-2 response; b) Most of the activated macrophages was
assessed and expressed DC-SIGN (phenotype compatible with M2 macrophages); c)
The production of cytokines was significantly greater for IL-10, TNF-o and IL-6, while
IL-18 had a tendency to increase. However, the levels of IL-12 remained similar to
control group; d) significant reduction of the production of CCL-2, a trend to lower
production of CXCL-8 and no significant increase of CXCL-10 were observed,
whereas the chemokines CXCL CCL-5 and -9 were not detected. Although the
number of cases does not permit a conclusive statement, the observations allow the
possibility that infection with intestinal helminths in TB patients may be interfering
with the Th-1 response to antigens of MTB.
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1. INTRODUCAO

A Tuberculose (TB) doenca causada pelo Mycobacterium tuberculosis (MTB), é
responsavel por mais mortes do que qualquer outro agente infeccioso. Estima-se
gue 1,7 bilhdes de pessoas estejam infectadas pelo MTB, e sob risco de desenvolver
a doenca ativa (DUCATI et al., 2006).

Na TB, tanto a resposta imune inata quanto a adaptativa estdo envolvidas na
eliminacéo/contencdo do MTB. Para tanto, € importante que ocorra uma interacédo
eficiente entre células dendriticas, macréfagos ativados, e células efetoras T CD4 e
CD8 antigeno-especificas, para o estabelecimento de uma resposta T helper (Th)-1
protetora (LICHTNER et al., 2005). Esta interacdo é dependente da complexa rede
de citocinas, quimiocinas e seus receptores, auxiliando de forma efetiva na

eliminacdo do bacilo pelo hospedeiro (LICHTNER et al., 2005).

Na imunidade inata, o recrutamento celular e a comunicacgao célula-célula séao vitais
para a sua ativacdo (PARKER et al., 2007). Diante disso, acredita-se que o
reconhecimento do MTB ou de seus produtos por macréfagos através de receptores
de reconhecimento de padréo associado a patdgenos, tais como os receptores “Toll-
like” (TLR), seja uma etapa crucial para o estabelecimento e desenvolvimento de
uma resposta imune eficaz contra o bacilo (RAJA, 2004). Por meio desses
receptores, antigenos do MTB podem induzir a producédo de IL-12, por macrofagos e
células dendriticas, para o desencadeamento de uma resposta imune do tipo Th-1,

responsavel pelo controle da infeccao e eliminacdo do bacilo (RAJA, 2004).

Assim como a TB, as helmintiases intestinais sdo um grande problema de saude
mundial, sendo que mais de um quarto da populacdo mundial é portadora de
infeccBes cronicas por helmintos intestinais (HALL & CHAN, 1994). Nas regides
tropicais (paises em desenvolvimentos, por exemplo), ocorre uma sobreposicao
significativa de areas com elevada incidéncia de TB, baixa resposta ap0s vacinacao
com o BCG (Bacillus Calmette-Guérin) e elevada taxa de infeccdo por helmintos
(ELIAS, AKUFFO & BRITTON, 2006). No Brasil, além da alta incidéncia de TB,
podemos identificar um numero alto de individuos acometidos por parasitoses
intestinais (REY, 2008).
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A infeccéo crbnica por helmintos induz a producao excessiva de citocinas tipo Th-2
(BRADLEY & JACKSON, 2004), ativacdo imune cronica (BORKOW et al., 2000),
aumento na atividade regulatoria de células T (BORKOW & BENTWICH, 2004;
ROOK, DHEDA & ZUMLA, 2005) e anergia antigeno-especifica ou inespecifica
(STADECKER et al., 1990; SARTONO, et al., 1995). Tais efeitos podem
comprometer a capacidade do hospedeiro em responder a infeccdo com outros
patdgenos ndao-relacionados (ELIAS, AKUFFO & BRITTON, 2006), como por
exemplo, o MTB.

Alguns autores demonstraram a existéncia de associacdo entre tuberculose e
helmintiases intestinais (TRISTAO-SA et al., 2002; ELIAS et al., 2006). Tal
associacao resultaria em imunomodulacdo da resposta imune adaptativa, o que
poderia impactar negativamente na resposta Th-1 ao MTB (BENTWICH et al., 1996;
KALINKOVICH et al., 1998; ELIAS et al., 2001; RESENDE-CO et al., 2007). Na
literatura, no entanto, pouco se conhece sobre a influéncia da superinfeccao,

tuberculose e helmintiases intestinais, na resposta imune inata.

Com base no exposto, acreditamos que a participacdo de células dendriticas e
macrofagos no estabelecimento de uma resposta imune inata adequada/eficaz ao
MTB, pode ser afetada por alteragdes quantitativas e/ou fenotipicas nessas células,
em relacdo a receptores de reconhecimento, moléculas coestimulatorias e a
producédo de algumas citocinas e quimiocinas, na vigéncia de helmintiases intestinais
superpostas & infeccdo com o MTB. Por essas que os estudo de quantitativo de
macrofagos e células dendriticas, com avaliacdo dos receptores de reconhecimento,
de algumas moléculas coestimulatorias e de algumas citocinas e quimiocinas pode

contribui para o conhecimento da patogénese da tuberculose.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O MTB, agente etiologico da TB, € uma bactéria em forma de bastéo, aflagelado,
ndo-capsulado, imével, e que ndo produz esporos e toxinas (NORTH & JUNG, 2004;
DUCATI et al., 2006). As dimensdes do MTB variam de 0.3 a 0.6 ume de 1 a 4 pum.
Este bacilo € um microrganismo intracelular facultativo, aerdbico estrito, com um
crescimento consideravelmente lento, e uma homogeneidade genética (DUCATI et
al., 2006).

Cerca de 60% da estrutura bacilar é formada por acidos graxos (Figura 1). Essa
estrutura da parede celular micobacteriana, extremamente incomum, é rica em
acidos micdlicos e arabinogalactano, que se ligam por sua vez ao peptidoglicano
(MCNEIL & BRENNAN, 1991; JARLIER & NIKAIDO, 1994; BRENNAN & NIKAIDO,
1995; DIETZE et al., 2009). Esta composicédo confere ao bacilo peculiar resisténcia
ao alcool-acido, observada pela técnica de coloracdo de Ziehl-Neelsen, como
também, resisténcia a alcalis, acidos, anti-sépticos e a uma variedade de antibioticos
(DIETZE et al., 2009; DUCATI et al., 2006). A parede celular também permite que o
microorganismo sobreviva dentro do macréfago, que normalmente destréi os
patdgenos fagocitados. A parede celular micobacteriana contém diversos tipos de
lipideos livres, que ndo sao unidos covalentemente ao complexo
micolilarabinogalactano-peptidoglicano (Figura 1), os quais também podem agir
como antigenos no hospedeiro (BRENNAN & NIKAIDO, 1995).

A infeccdo ocorre, comumente, de pessoa a pessoa com a inalacdo de goticulas
infectadas com as micobactérias (PASQUALOTO & FERREIRA, 2001). Estas
goticulas apresentam 1 a 5 micrémetros, contendo dois a trés bacilos viaveis
envoltos por secrecdo pulmonar (nucleos de Wells). Esses nucleos séo produzidos
pela tosse, fala ou espirro de individuo com TB pulmonar ativo, sendo capazes de
atingir os bronquiolos e alvéolos apés a inalagdo dos mesmos (GLICKMAN &
JACOBS, 2001; DIETZE et al., 2009).
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Figura 1 - Parede celular do Mycobacterium tuberculosis. LAM,

lipoarabinomanano; LM, lipomanano; PIM, fosfatidilinositol manose.
Adaptado de PARK & BENDELAC, 2000.

As bactérias quando exaladas, podem permanecer em suspensao no ar por horas,
por isso, a TB é considerada uma doenca altamente contagiosa. Os principais
determinantes do risco da infeccdo sdo: a concentracdo dos bacilos nas goticulas de
Fligge e o periodo de exposicdo (BLOOM & MURRAY, 1992).

Na infeccdo, os bacilos através das vias aéreas chegam aos pulmdes, onde séo
fagocitados por macréfagos alveolares (BHATT & SALGAME, 2007), que passam a
produzir citocinas e gquimiocinas, responsaveis por atrair outras células da resposta
imune inata. Macrofagos e células dendriticas passam para a circulagcdo linfatica,
chagando até os linfonodos, onde apresentam os antigenos micobacterianos aos
linfécitos (DIETZE et al.,, 2009). Além dos macrofagos, neutréfilos, células
dendriticas, células NK e NKT, e linfocitos T estdo presentes no local da infeccéo.
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Duas semanas ap6és a infec¢do, macréfagos comecam a se organizar para sofrer a
transformagé@o epitelidide, originando granulomas, com numerosos linfocitos,
macroéfagos e fibroblastos na periferia (DUCATI et al., 2006; DIETZE et al., 2009).
Os granulomas completos sdo formados a partir da terceira semana, quando
comeca a necrose caseosa (ndo obrigatéria em todos os granulomas), que se
estende de um granuloma para outro (lesdo nodular caseificada). Quando as lesbes
caseificadas atingem os brénquios e sdo drenadas, originam-se as cavernas
(BLOOM & MURRAY, 1992; YOUNG, 1998; DIETZE et al., 2009).

No entanto, na maioria das vezes, os bacilos que chegam aos alvéolos séo
destruidos totalmente pelas células da imunidade inata (macréfagos,
polimorfonucleares, células dendriticas). Nesse caso, ndo ha infeccado progressiva
ou latente. Quando os bacilos sdo contidos na proliferacdo, apés a formacédo do
granuloma, fala-se em infeccdo latente, ja que os bacilos permanecem vivos,
podendo esta forma latente reativar, desenvolvendo a doenga progressiva. As
pessoas que abrigam a infeccéo latente tém um risco de desenvolver a TB ativa de
aproximadamente 5% apos o primeiro ano, e de 10% durante sua vida (DUCATI et
al., 2006).

2.1. Resposta Imunoldgica ao Mycobacterium tuberculosis

2.1.1. Resposta Inata

No inicio da infeccdo pelo MTB, tem-se a exposicdo do bacilo e/ou dos antigenos
micobacterianos aos componentes da resposta imune inata. Nessa resposta,
admitem-se para infeccbes bacterianas nos pulmbes, a participacdo de: a)
pneumacitos produtores de surfactantes em resposta a estimulos de receptores
TLR; b) macréfagos septais; c) células dendriticas residentes e originadas de
precursores do sangue circulante; d) células NK, NKC e NKT; e, e)
polimorfonucleares. Quanto a participacdo de fatores humorais, como o
complemento, pouco ou nada se conhece a cerca da participacao destes fatores na
resposta inata ao MTB (MARTINO, 2008; DIETZE et al., 2009).



26

Como nossa pesquisa baseia-se em alguns componentes da imunidade inata,

descreveremos tais componentes para melhor compreensdo de nosso estudo.

2.1.1.1. Células dendriticas

As células dendriticas (dendritic cells — DCs) tém papel chave tanto no
estabelecimento, quanto no controle da intensidade e qualidade da resposta imune
adaptativa (UENO, et al.,, 2007). Séo células apresentadoras de antigenos
profissionais, que no sitio de entrada do patégeno, comportam-se como células
sentinelas imaturas, capazes de capturar antigenos estranhos ao meio (DE JONG,
et al., 2002).

Sob a ativacéo de sinais liberados por microorganismos ou por tecidos infectados, as
DCs sentinelas, sofrem maturacéo, tornando-se DCs efetoras, as quais sao potentes
estimuladoras de células T. Quando as células dendriticas se tornam efetoras,
migram para a area paracortical no linfonodo de drenagem (DE JONG, et al., 2002;
PARKER, et al., 2007). Nos linfonodos, as DCs efetoras ativam células Th naive (Th-
0) através de moléculas patdgeno-especificas (complexo MHC/peptideo, sinal 1) e
coestimuladoras (moléculas da familia B7, sinal 2) (BHATT & SALGAME, 2007;
KALINSKI et al., 1999). Além dos sinais 1 e 2, DCs possuem um terceiro sinal
mediado por varias moléculas solluveis ou ligadas a membrana celular, quais sejam:
citocinas (IL-12, por exemplo) (TRINCHIERI, 1995), OX40L e Poly I.C (DE JONG, et
al., 2002), responsaveis pela polarizacéo de células Th naive em células Thl ou Th2
(KALINSKI et al., 1999).

Estudos in vitro, demonstram que o nivel de expressdo de moléculas polarizantes
das células Th por DCs efetoras, depende fortemente, das condicbes durante sua
ativacao inicial como DC sentinela (DE JONG et al., 2002). Fatores teciduais tais
como, IFN-y e prostaglandina E2 (PGE;) presentes durante a ativagdo de DCs
sentinelas (derivadas de mondcitos), promovem a geracdo de DCs efetoras tipo 1
(DC1s) e tipo 2 (DC2s), respectivamente (RAJA, 2004; BOONSTRA et al., 2003).

DC1s tem a capacidade de produzir grande quantidade de IL-12 ap0s subsequente



27

reconhecimento de células Th naive, enquanto que DC2s séo deficientes da citocina
IL-12, além de produzirem IL-4 para o desenvolvimento de células Th-2 (KALINSKI,
et al., 1998; VIEIRA, et al., 2000; RAJA, 2004). Deste modo, diferentes componentes
microbianos (poly I:C, toxinas de Bordetella pertussis e Vibrio cholerae, ovos de
Schistosoma mansoni) podem polarizar a maturacao de DCs miel6ides — mDCs (DE
JONG et al., 2002) em DC1 ou DC2.

Em camundongos transgénicos (TCR especifico para ovalbumina), DC1s ativadas
por lipopolissacarideo (LPS) promovem uma resposta Th-1 (aumento da producéo
de IFNy e reducao de IL-4) em células T CD4+ estimuladas (WHELAN et al., 2000).
Ja a glicoproteina ES-62, secretada pelo nematodeo filaridide, Acanthocheilonema
viteae, origina uma resposta do tipo Th-2, induzindo a maturacdo de DC2s com
capacidade de gerar resposta Th-2 (caracterizada pelo aumento de IL-4 e
decréscimo de IFN-y), mesmo em presenca de IL-12 (WHELAN et al., 2000).

A expressao de TLR nas subpopulacdes de DCs em humanos é variavel. As DCs
plasmacitoides (pDCs) expressam TLR-1, TLR-6, TLR-7, TLR-9 e TLR-10, ao passo
que mDCs apresentam TLR-1, TLR-2, TLR-3, TLR-4, TLR-5, TLR-6, TLR-7, TLR-8 e
TLR-10 (revisado por UENO et al.,, 2007). No sangue encontram-se tanto mDCs

guanto pDCs. Estas células sdo caracterizadas como Lin® e Human Leukocyte

Antigen (HLA)-DR™ com reciproca expressédo de CD11c* (mDCs) e de IL-3Ra ou
CD123" (pDCs) (revisado por UENO et al., 2007; LICHTNER et al., 2005). A
utilizacdo desses marcadores servira para distinguir tais subpopulacdes de DCs

(mDCs e pDCs) em nossa pesquisa.

Na infeccdo por MTB, células dendriticas e macréfagos apresentam antigenos
micobacterianos aos linfocitos T, produzindo IL-12, a qual direciona a resposta para
o lado Th-1 (FLYNN & CHAN, 2001). Estas células tém papel central na defesa do
hospedeiro contra o MTB, uma vez que o bacilo de Koch infecta especialmente
esses fagocitos (FLYNN & CHAN, 2001; MARTINO, 2008). De acordo com as
caracteristicas apresentadas para células dendriticas e para macréfagos, € possivel
evidenciar que o desenvolvimento da resposta Th-1 ou Th-2 em cada infeccéo

depende, também, do tipo de microorganismo presente.
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2.1.1.2. Mondcitos/Macrofagos

Os macréfagos sao as primeiras células a entrarem em contato com o MTB nos
pulmdes durante a TB (SHARMA et al., 2003). Estas células sdo derivadas de
mondocitos circulantes. Existem trés diferentes subgrupos de mondcitos em
humanos, sdo eles: a) classico ou CD14°CD16'CD64°, b) intermediario ou
CD14'CD16'CD64", e c) nao-classico ou CD14"°"CD16'CD64 (VEGA & CORBI,
2006). Funcionalmente, mondcitos mostram pouca atividade fagocitica no sangue
periférico, onde varios de seus receptores envolvidos com a adesdo de patdgenos
se mantém inativos (VEGA & CORBI, 2006). Para a obtencdo dos
monadcitos/macréfagos em nossa pesquisa, utilizamos as moléculas CD14 e HLA-
DR.

A ativacdo de macrofagos em resposta a estimulos patogénicos, sinais enddgenos
de dano e/ou citocinas tipo 1 (IFN-y, TNF—-a), tem sido denominada ativacao
classica, resultando em macréfagos conhecidos como M1. Este tipo de ativacao
proporciona altos niveis de expressao de IL-12 e IL-23, e baixos niveis de IL-10, o
gue promove uma forte polarizacdo para uma resposta do tipo Th-1 (VEGA &
CORBI, 2006). Na ativacéo alternativa, a designacdo macréfagos M2 refere-se aos
gue produzem grande quantidade de IL-10 e TGF-B, e niveis de IL-12 extremamente
baixos. Estes macréfagos sdo funcionalmente anti-inflamatérios, além de
desempenharem func¢des imunossupressoras e de inibirem a proliferacdo de células
T (VEGA & CORBI, 2006). Macrofagos ativados por linfocitos T CD4" durante uma
resposta Th-2 (M2), sdo células efetoras requeridas para protecdo contra
metazoarios e para eliminacdo dos mesmos (VEGA & CORBI, 2006). Dessa forma,
macrofagos M1 sdo responsaveis pela polarizacdo da resposta Th-1, enquanto que

0s M2 polarizam para a resposta Th-2.

Estudos in vitro da TB demonstraram que 0s receptores de manose e de
complemento CR3 (CD11b/CD18) sdo os principais receptores para a fagocitose do
MTB por macrofagos. Além destes, outros receptores de superficie destas células
também reconhecem e se ligam ao MTB, quais sejam: CR1 (CD35), CR4
(CD11c/CD18), CD14, e os scavenger receptors — SRs (SCHLESINGER et al., 1990;
ERNST, 1998; BERRINGTON & HAWN, 2007).
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2.1.1.3. Marcadores de células dendriticas e macrofagos/mondcitos

O reconhecimento imune inato estd baseado na deteccdo de estruturas
moleculares que sdo comuns aos microorganismos, e que sao discriminadas por
receptores de reconhecimento de padrdo associado a patégenos — PRRs
(MEDZHITOV, 2007). PRRs podem ser receptores transmembranares ou de
compartimentos endossomais, tais como o0s receptores de complemento (CR1 e
CR3), scavenger receptors (SR), receptores de manose, a dectina 1 (familia das
lectinas tipo C) e os TLR, ou ainda, receptores citosolicos, por exemplo, NOD-like
receptors — NLRs (nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-1 e NOD-2),
retinoic-acid-inducible gene | (RIG-I), melanoma differentiation-associated gene 5
(MDA-5) e DNA-dependent activator of interferon-regulatory factors (DAI). Estes
receptores sdo agrupados em classes funcionais distintas, sendo a classe dos TLR
melhor caracterizada (MEDZHITOV, 2007).

2.1.1.3.1. TLRs

TLR séo receptores transmembranares altamente conservados entre as espécies,
apresentando semelhancas entre drosofilas e humanos (HORNUNG et al., 2002).
Estes reconhecem lipideos, carboidratos, peptideos (TRINCHIERI & SHER, 2007) e
acidos nucléicos de virus e bactérias (MEDZHITOV, 2007). Cerca de 12 proteinas
de membrana compdem a familia de receptores TLR dos mamiferos, os quais
desencadeiam a resposta imune inata através das vias de sinalizacdo dependentes
do fator regulador de IFN-y e do fator nuclear NF-xB (TRINCHIERI & SHER, 2007).
Alguns de seus membros sdo expressos na superficie celular, enquanto outros
estdo presentes nas membranas do reticulo (TRINCHIERI & SHER, 2007).

Estes receptores fazem a ligacdo entre imunidade inata e imunidade adaptativa por
acao em: DCs, macréfagos, células T, entre outras células (PARKER et al., 2007;
BHATT & SALGAME, 2007). TLR-1 e TLR-6 sao expressos em células T e B,

células NK, mondcitos e células dendriticas plasmacitoides (pDCs). Ja TLR-10 é



30

intensamente expresso em células B, e pouco expresso em pDCs (HORNUNG et
al., 2002). A alta expressao de TLR-2 é caracteristica de mondcitos. Em células B e
pDCs existe um nivel de expressdo marcante para TLR-7 e TLR-9, além de serem
diretamente sensiveis ao CpG ODN (HORNUNG et al.,, 2002). Em mondcitos,
células NK e células T, TLR-7 esta ausente, enquanto TLR-9 é pouco expresso
(HORNUNG et al., 2002).

2.1.1.3.2. DC-SIGN

Embora os TLR possuam papel central, outros receptores igualmente importantes
participam do reconhecimento. Por exemplo, as lectinas tipo-C, que se ligam aos
residuos de carboidratos de glicoproteinas presentes em patdégenos ou em outras
células do individuo. Estes receptores sao provavelmente importantes ndo s6 na
absorcao de patogenos (UENO, et al., 2007), mas atuam, na adesdo e migracao
celular (UENO et al., 2007; FIGDOR, VAN KOOYK & ADEMA, 2002).

DC-specific ICAM3-grabbing nonintegrin (DC-SIGN ou CD209) € uma lectina tipo C
expressa por DCs, que foi descrita, inicialmente, como receptor para gp120 do HIV
(GEIJTENBEEK et al., 2000a; TAILEUX et al., 2005). Além disso, ela permite, as
células dendriticas derivadas de mondcitos, o reconhecimento de uma variedade de
microorganismos, dentre eles: virus, parasitos e bactérias (TAILEUX et al., 2005;
PULENDRAN, 2005). CD209 age como receptor natural para ICAM-2 e ICAM-3
(GEIJTENBEEK et al., 2000b). As interacdes entre DC-SIGN e ICAM-2 em células
endoteliais induzem a adesdo e o rolamento de DCs imaturas, que provoca 0O
extravasamento destas células dos vasos sanguineos, para os focos inflamatérios
(diapedese). Interacbes entre ICAM-3 em células T e DC-SIGN em DCs maduras
iniciam a formacdo da sinapse imunolégica, que promove a ativacdo de células T
(GEIJTENBEEK et al., 2000b; Figura 2).

CD209 esta envolvida na captacdo de diferentes patdgenos, sendo expressa por
DCs da derme, bem como por DCs circulantes no sangue (FIGDOR, VAN KOOYK &
ADEMA, 2002; UENO, et al., 2007). Novas evidéncias sugerem que diversos virus

(HIV - human immunodeficiency virus, citomegalovirus (CMV), virus da hepatite C
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(HCV), e dengue), bactérias (Helicobacter pylori, MTB e Klebsiella pneumonia), e
leveduras interagem com DC-SIGN (PULENDRAN, 2005; NICOD, 2007). Uma
caracteristica comum a varios destes patdgenos € que causam infec¢cdes crbnicas,
nas quais as respostas T regulatérias sdo um determinante critico da persisténcia do
patbgeno (PULENDRAN, 2005). Consequentemente, muitos patdégenos podem
especificamente agir em DC-SIGN para suprimir a funcao de DCs, e para modular as
respostas imunes induzindo as respostas T regulatéria ou Th-2, que beneficiam sua
persisténcia no hospedeiro (BERGMAN et al.,, 2004; GEIJTENBEEK et al., 2003).
DC-SIGN ainda, potencializa a producdo da citocina IL-10 (anti-inflamatéria) em
células dendriticas derivadas de mondcitos (GEIJTENBEEK et al., 2003; Figura 2).
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Figura 2 - DC-SIGN na TB. Sob o encontro das micobactérias, DC-SIGN em DCs e macréfagos
alveolares acoplam-se em glicolipideos micobacterianos, por exemplo, o LAM, que provoca a
secrecdo de IL-10, que induz a um decréscimo na resposta de células T. O acoplamento de TLRs,
pelo contrario, promovera uma resposta inflamatéria protetora caracterizada pela secrecdo de IL-12
e de IFN-y. Uma estimulagdo equilibrada de ambas vertentes € de suma importancia para as
respostas protetoras, acompanhadas de uma imunopatologia minima. Desequilibrio pode favorecer
0 M. tuberculosis, e conseqiientemente, o desenvolvimento da doen¢ca (KAUFMANN & SCHAIBLE,
et al., 2003).

Tailleux e colaboradores (2003), revelam que a cepa virulenta de MTB usa DC-SIGN
para entrar nas DCs. DC-SIGN permite que células dendriticas derivadas de

monocitos reconhecam micobactérias do complexo MTB através da molécula
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lipoarabinomanano (LAM; lipoarabinomanan) presente no patégeno (TAILEUX et al.,
2005; NICOD, 2007). A interacdo de CD209 com a micobactéria ou com os produtos
micobacterianos, pode ser benéfica para o patdgeno quando as funcdes das células
dendriticas sdo submoduladas. Tal interacdo podera favorecer o hospedeiro na
medida em que a inflamacdo tecidual e a imunopatologia forem limitadas

(GEIJTENBEEK et al., 2003), proporcionando com isso, menor dano ao individuo.

A sinalizacao através de DC-SIGN pode resultar em inibicdo de sinais por TLRs
(Figura 2). Deste modo, os residuos de manose no LAM de BCG e de MTB, inibem a
producdo IL-12 induzida por LPS em DCs (NIGOU et al., 2001). O estimulo de LPS
ocorre por meio de TLR, e a inibicdo a este estimulo, € proporcionada pelos residuos
de carboidratos no LAM, através de DC-SIGN. Os residuos de manose mono, di, ou
triméricos da molécula LAM compreendem a estrutura de ligacdo de DC-SIGN
(Figura 1). O LAM é reconhecido ndo somente por DC-SIGN, mas também, por uma
variedade de outros receptores expressos por DCs, incluindo: o SR, o CD11b, e 0
CD11c (KAUFMANN & SCHAIBLE, et al., 2003).

DC-SIGN, assim como em DCs, € encontrado em macrofagos alveolares. Fatores
soluveis do hospedeiro (IL-15, por exemplo) e/ou micobacterianos podem induzir a
expressdo deste receptor, resultando em células propensas a infeccéo pelo bacilo
(TAILEUX et al., 2005).

2.1.1.3.3. Moléculas coestimulatérias em DCs e mondcitos/macréfagos

Receptores da familia B7 sédo essenciais para a regulacdo da tolerancia e imunidade
mediadas por células T (UENO et al.,, 2007). Esta familia é formada por sete
receptores: CD80 (B7-1), CD86 (B7-2), ICOSL (inducible costimulator ligand), PD-L
(programmed death ligand) 1 (B7-H1), PD-L2 (B7-DC), B7-H3 e B7-H4, podendo
todas ser expressas em DCs e macrofagos (GRENWALD, FREEMAN & SHARPE,
2005 citado por UENO et al., 2007). Tanto CD80 como CD86 ligam-se a CD28 e
CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen-4). CD28 transmite sinais para células T
tornarem-se efetoras funcionais, enquanto que CTLA-4 produz sinais
inibitérios/supressores da funcdo destas células (UENO et al., 2007). CD80 e CD86



33

sdo comumente usados como marcadores de maturacao de DCs (BANCHEREAU &
STEINMAN, 1998).

As células apresentadoras de antigenos possuem moléculas coestimulatérias
(CD40, CD80 e CD86) e apresentadoras (HLA-DR), assim como moléculas de
reconhecimento de antigenos CD11b, CD11c (cadeia a de CR4), CD16 (FcyRIIl),
receptores TLR (TLR2, TLR4 e TLR9) (TAILLEUX et al., 2005). Além das moléculas
coestimulatérias, apresentadoras de antigeno e de reconhecimento, TNF e CD40L
atuam como ativadores precoces de DCs. Quando estimuladas por CD40, pDCs
induzem o desenvolvimento de células T reguladoras (Treg) CD4+ secretoras de IL-
10, bem como células T CD8+ (UENO et al., 2007). A interacdo CD40/CD40L em
DCs promove ainda, a superregulacdo de CD80 e CD86, além da secrecéo de IL-12
(UENO et al., 2007).

Moléculas de ativacdo enddgenas conhecidas como damage-associated molecular
patterns (DAMPs), das quais fazem parte as heat shock proteins (HSPs), séo
igualmente capazes de induzir a maturacdo de DCs (UENO, et al.,, 2007) e
macrofagos. A inducdo por HSPs é dependente de receptores para LPS, como por
exemplo, TLR-4, CD14, entre outros (OHASHI et al., 2000), que auxiliam no

reconhecimento, estimulacéo, e consequentemente, na maturacao celular.

2.1.1.4. Algumas citocinas envolvidas naresposta ao MTB

Apenas as citocinas IL-12, IL-10, TNF-a, IL-1 e IL-6 serdo abordadas neste topico,

pois foram as avaliadas em nossa pesquisa.

21.1.4.1. IL-12

A 1L-12 (IL-12p70), pertence ao grupo de citocinas heterodiméricas que fazem
ligacdo entre imunidade inata e adaptativa (TRINCHIERI, 2003). E produzida apds
ativacdo por TLRs, principalmente, em DCs (UENO et al., 2007) e macrofagos, por

meio da ativacdo das vias dependentes de IFN-y e NF-xB, que tém como alvos 0s
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genes 1L-12/23p40 e IL-12p35 (REINHARDT, et al., 2006; TRINCHIERI, 2003). A
dimerizacdo das subunidades formadas a partir dos genes IL-12p35 e IL-12p40
formam a proteina IL-12p70 ativa, responsavel pela polarizacdo da resposta Th-1
(UENO et al., 2007; GATELY, et al., 1998; BERRINGTON & HAWN, 2007). Além de
IL-12p70, outras duas citocinas utilizam a subunidade IL-12p40: IL-23 e a IL-
12(p40), (GATELY, et al., 1998; KHADER, et al., 2006).

Em modelo murino de TB, a deficiéncia de IL-12p35 é menos prejudicial a resposta
do hospedeiro do que a deficiéncia de I1L-12p40 (HOLSCHER et al., 2001; COOPER,
et al., 2002a), sugerindo uma bioatividade de IL-12p40 independente de IL-12p35.
Nesses animais, DCs ativadas por MTB necessitam produzir I1L-12p40 para migrar
dos pulmdes para os linfonodos de drenagem (0 mesmo néo é observado para as
citocinas IL-12p70 e IL-23), e para reduzir a resposta de IL-10 ao MTB nestas
células (KHADER, et al., 2006). Estes dados séo indicios de uma resposta Th-1, que

€ considerada protetora para a TB.

2.1.1.4.2. INF-«

Na resposta inflamatéria, os TLR ativam macrofagos teciduais-residentes a
produzirem citocinas proinflamatoérias, tais como TNF-a, IL-1p e IL-6, que séo
responsaveis por coordenar as respostas inflamatorias local e sistémica
(MEDZHITOV, 2007). TNF-a apresenta mdultiplos papéis nas respostas imune e
patolégica durante a TB, por isso sua secre¢do € induzida em macrofagos, DCs e
células T (RAJA, 2004). Esta citocina retém a infeccéo e previne a disseminacédo do
patdgeno, além de influenciar na expressdo de moléculas de adesédo, bem como de
guimiocinas e seus receptores (RAJA, 2004), o que afeta a formacdo de granuloma

no tecido infectado.

21.1.43. IL-1

IL-1, em conjunto com TNF-a, tém papel importante na resposta de fase aguda

(febre e caquexia) proeminente na TB. A IL-1p é uma citocina produzida por varias
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condicdes infecciosas e inflamatorias, sendo secretada na forma inativa (pro-IL1p), a
qual é clivada pela caspase-1 para obtencdo de sua forma ativa (BERRINGTON &
HAWN, 2007). A conversdo da forma inativa em forma ativa ocorre por indmeros
estimulos bacterianos, inclusive pelo MTB (BERRINGTON & HAWN, 2007). Esta
citocina também proporciona a expressdo de IL-2R e a secrecdo de IL-2 por
linfécitos T, além de participar de mecanismos imunossupressores (RAJA, 2004).
Cabe salientar, que a IL-1p liberada por células apresentadoras de antigeno
infectadas por MTB inibe a maturacdo de DCs (MAKINO et al., 2006), mostrando o

papel pré e anti-inflamatério (ou supressor).

2.1.1.4.4. IL-6

Como IL-1 e TNF-a, a IL-6, do mesmo modo, estd associada a resposta do
hospedeiro ao MTB. Estudo com camundongos IL-6" e TB sugere que IL-6 seja
importante para a resposta inata inicial contra a micobactéria, pois na auséncia desta
citocina ocorre um aumento precoce da carga bacteriana e um retardo na producao
de IFN-y (SAUNDERS et al., 2000). Além disso, IL-6 apresenta varios papéis na
resposta imune, o0s quais compreendem a inflamacdo, a hematopoiese e a
diferenciacao de células T (RAJA, 2004).

2.1.1.4.5. IL-10

A IL-10, assim como as citocinas comentadas anteriormente, assume papel
relevante na reposta imune ao MTB, haja vista que € uma citocina anti-inflamatoria
produzida por macréfagos, células dendriticas (BHATT & SALGAME, 2007) e células
T, durante a infeccdo por este patdégeno (RAJA, 2004; BERRINGTON & HAWN,
2007). A IL-10 possui a propriedade de desativar macréfagos, resultando na
diminuicdo da producéo de IL-12, e, consequentemente, no decréscimo da producéo
de IFN-y por células T (RAJA, 2004). Inclusive, esta citocina anti-inflamatoéria inibe

diretamente a resposta de células T CD4", assim como de antigen presentation cells
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(APCs — células apresentadoras de antigenos) infectadas com a micobactéria
(ROJAS et al., 1999; BHATT & SALGAME, 2007).

A producdo de IL-10 pode ser induzida pelo MTB, suprimindo a geragdo da
imunidade anti-MTB. Frequentemente, citocinas Th-1 sdo encontradas juntamente
com a IL-10, no entanto, a quantidade relativa de IL-10 € que determinara se a
imunidade Th-1 ser& suprimida ou ndo (BHATT & SALGAME, 2007).

2.1.1.5. Algumas quimiocinas envolvidas na resposta ao MTB

Quimiocinas sao citocinas quimiotaticas de baixo peso molecular, que medeiam: o
recrutamento de leucocitos para os sitios inflamatérios; o trafego de células atravées
dos orgdaos linféides secundarios; e a modulacdo da proliferacdo de células T e da
producéo de citocinas (revisado por PETERS et al., 2001). As quimiocinas CXCL-
8/IL-8, monocyte chemoattractant protein 1 (CCL-2/MCP-1), Regulated on Activation,
Normal T cell Expressed and Secreted (CCL-5/RANTES), Monokine Induced by IFN-
7 (CXCL-9/MIG) e IFN-Inducible Protein 10 (CXCL-10/IP-10), comentadas a sequir,

foram as avaliadas em nosso estudo.

2.1.1.5.1. CXCL-8/IL-8

A CXCL-8/IL-8 proporciona o recrutamento de neutrofilos, linfocitos T e basoéfilos em
resposta a uma variedade de estimulos (RAJA, 2004). E liberada, principalmente,
por mondcitos/macréfagos, entretanto, os fibroblastos, os queratindcitos e os
linfocitos também a produzem (MUNK & EMOTO, 1995 citado por RAJA, 2004). Esta
guimiocina é importante no inicio da resposta do hospedeiro ao bacilo, sendo a
fagocitose do MTB por células monociticas, um importante estimulo para sua
secrecdo. Além da quimiotaxia de células inflamatorias, CXCL-8 é considerada um

importante fator ativador de neutrofilos (RAJA, 2004).
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2.1.1.5.2. CCL-2/MCP-1

A CCL-2/MCP-1 é produzida por mondcitos e macréfagos, atuando nos mesmos e
em células T e NK (VAN CREVEL, OTTENHOFF & VAN DER MEER, 2002; LU et
al.,, 1998). Esta quimiocina induz a expressdao de integrinas (CD11b/CD18 e
CD11c¢/CD18) necessérias a quimiotaxia de monécitos (ROLLINS, 1997) durante a
infeccdo. Na TB, o bacilo induz a producdo dessa quimiocina por mondcitos
(KASAHARA et al., 1994 citado por VAN CREVEL, OTTENHOFF & VAN DER
MEER, 2002).

A deficiéncia de CCL-2/MCP-1, em modelo murino, inibe a formacgéo de granuloma,
assim como a deficiéncia de seu receptor (CCR-2) proporciona: reducdo na
formacédo do granuloma, supressao da producédo de citocina do tipo Th-1 e morte
precoce apos infecgdo por MTB (PETERS et al., 2001;LU et al., 1998; BORING et
al., 1997). CCL-2 induz a liberacdo de granulos por células NK e T CD8", atua como
potente fator liberador de histamina por basofilos, e ativa células NK (ROLLINS,
1997). Podemos ressaltar ainda, que elevadas concentragcdes dessa quimiocina
foram encontradas no lavado broncoalveolar, soro e fluido pleural de pacientes com
TB (VAN CREVEL, OTTENHOFF & VAN DER MEER, 2002), evidenciando o

favorecimento da quimiotaxia e, consequentemente, a formac¢ao do granuloma.

2.1.1.5.3. CCL-5/RANTES

CCL-5/RANTES ¢é liberada por macrofagos alveolares humanos na infeccdo por
MTB, sendo esta quimiocina uma das principais quimiocinas C-C produzidas em
resposta a infeccdo micobacteriana (MENDEZ-SAMPERIO, 2008). CCL-5 atua na
quimiotaxia de mondcitos, células CD4" e CD8", bem como de eosindfilos e
baséfilos. Em basofilos, assim como MCP-1, RANTES também induz a liberacdo de
histamina (revisado por ROLLINS, 1997). Esta quimiocina é produzida por uma
ampla variedade de células, mostrando promiscuidade de ligacdo, ao se ligar a
multiplos receptores, quais sejam: CCR1, CCR3, CCR4 e CCR5 (ROLLINS, 1997;
VAN CREVEL, OTTENHOFF & VAN DER MEER, 2002). Em humanos, CCL-5 como
CCL-2, também tem sido detectada no lavado broncoalveolar (KURASHIMA et al.,
1997).
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Sua expressdo em murinos foi associada com o desenvolvimento de granuloma
pulmonar induzido por M. bovis. Em camundongos, CCL-5 é mais expressa em
granulomas tipo 1 (por M. bovis), apresentando aumento na area das lesdes,
enquanto que em granuloma tipo 2 (por ovos de S. mansoni), sua expressao €
reduzida, assim como, a area das les6es (CHENSUE et al., 1999). Seu bloqueio com
anticorpos monoclonais, diminuem a area das les6es nos granulomas tipo 1, ao
passo que aumentam as do tipo 2 (CHENSUE et al., 1999). Este bloqueio promove
ainda, o aumento na producéo de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 nos linfonodos de murinos
com granuloma tipo 2. Esta quimiocina € uma molécula reguladora endogena, que
participa de forma diferente tanto da resposta imune tipo 1, quanto da resposta tipo 2
(CHENSUE et al., 1999).

2.1.1.5.4. CXCL-9/MIG e CXCL-10/IP-10

CXCL-9/MIG € uma quimiocina induzida por IFN-y e isolada de macréfagos
(ROLLINS, 1997). JA4 CXCL10/IP-10 é expressa por ceélulas mononucleares,
neutrofilos, queratindcitos, fibroblastos, células endoteliais e linfécitos T,
predominantemente, pés-estimulo com IFN-y (ROLLINS, 1997; SAUTY et al., 1999).
Estas quimiocinas (CXCL-9 e CXCL-10) sédo responsaveis pela quimiotaxia de
células T ativadas e células NK (SAUTY et al., 1999).

No lavado broncoalveolar de individuos positivos para o teste tuberculinico, foram
encontradas grandes quantidades de CXCL-9 e CXCL-10, 48 horas apoés estimulo
com PPD (WALRATH et al., 2005). Estes achados demonstram o estabelecimento
de uma resposta imune contra 0s antigenos micobacterianos, devido ao
recrutamento de células efetoras ao local do estimulo, apds instilagdo broncoscoépica
com o PPD.

2.1.2. Resposta Adaptativa ao MTB

O sistema imunolégico dos mamiferos age por resposta celular e/ou humoral

(DUCATI et al., 2006). Ambas as respostas envolvem linfocitos T helper (Th). O
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resultado de cada resposta imune (humoral ou celular) depende do tipo de
subclasse de linfocitos envolvida (DUCATI et al., 2006; LABIDI et al., 2001). Os
linfécitos Th sdo produzidos, principalmente, por duas vias de maturacao (Th-1 e Th-
2), e agrupados de acordo com a diferenciacdo do conjunto (CD4 e CD8), bem
como, a secrecao de diferentes citocinas (DUCATI et al., 2006; LABIDI et al., 2001).

A resposta imune do tipo Th-1 (de natureza celular), envolve linfocitos T CD8+ e T
CD4+, que promovem a ativacdo de macréfagos e a deteccdollise de células
afetadas. Esta resposta é importante em doencas crénicas tais como o parasitismo
intracelular e o cancer (LABIDI et al., 2001). Estas células secretam citocinas como
Interleukin (IL)-2, IL-12, IL-15, interferon gamma (IFN-y), linfotoxinas e o granulocyte
macrophage colony stimulating factor (GM-CSF), responsaveis pela ativacdo de
macrofagos (LABIDI et al., 2001).

A resposta imune tipo Th-2, de natureza humoral, envolve diferentes subgrupos de
linfocitos T CD4+, que estédo associados a producdo de anticorpos. Estes podem ser
requeridos na eliminacdo de antigenos e parasitas extracelulares (LABIDI et al.,
2001). Células tipo Th-2 secretam citocinas tais como IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, e
TNF-o; estas citocinas inativam a proliferacdo de macrofagos (YEW & LEUNG,
2006), enquanto TNF-a contribui com a inflamacdo e necrose de tecidos, quando

liberada em niveis elevados (LABIDI et al., 2001).

Depois da exposicdo ao MTB, via goticulas de aerossois, os macréfagos alveolares
e as células T CD4+ e T CD8+ sdo responsaveis pela contencéo/eliminacdo do
bacilo e pela imunopatogénese da TB (YEW & LEUNG, 2006). Sabe-se que as
células T CD4+ sdo importantes na imunidade protetora contra o MTB. Entretanto,
células T CD8+ também desempenham um papel importante na TB, pois estas
células sdo assassinas de células-alvo infectadas, atuantes na lise de macréfagos
infectados pelo bacilo, através da exocitose de granulos (YEW & LEUNG, 2006). A
interacdo de Fas-FasL resulta na morte apoptética das células-alvo infectadas com
MTB, por linfécitos T CD8+. Podemos ainda destacar que células humanas T CD8+
periféricas possuem especificidade contra o MTB, reconhecendo antigenos

micobacterianos, tais como o ESAT-6 (early secretory antigenic target; 6-KDa), e
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contribuindo para a producdo de IFN-y e de TNF-a por estas células (YEW &
LEUNG, 2006).

A sobrevivéncia intracelular micobacteriana depende de sua capacidade para
suportar a acidificacdo do fagossomo em macréfagos infectados e impedir a fuséo
fagossomo-lisossomo (DUCATI et al, 2006). Na maioria dos pacientes
imunocompetentes infectados, o recrutamento de células T e de macrofagos ocorre
imunocompetentes infectados, o recrutamento de células T e de macrofagos ocorre
de forma eficaz levando ao estabelecimento da resposta imune secundaria e, por
conseguinte, ao controle da infecgcdo. Quando o sistema imune falha ou é
deprimido/suprimido, a tuberculose latente pode tornar-se ativa, mesmo que a
infeccéo tenha ocorrido ha décadas (DUCATI et al., 2006).

2.2. Resposta Imunitaria nas Helmintiases Intestinais

Os helmintos intestinais séo responsaveis por significativa morbidade em humanos.
Estima-se que mais de 1 bilhdo de pessoas no mundo estdo infectadas por alguma
espécie de helminto (BETHONY, 2006). A prevaléncia real das infeccbes
helminticas no Brasil e no Espirito Santo é desconhecida, visto que estas
parasitoses ndo sdo de notificacdo obrigatéria. Deste modo, os dados aqui
apresentados sobre a prevaléncia de infeccdo por helmintos, sdo oriundos de

estudos realizados isoladamente.

Segundo Rey (2008), Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Enterobius
vermiculares, Ancilostomideos, Strongyloides stercoralis, Taenia sp infectam mais
criancas, enquanto adultos (apés a terceira década) sédo frequentemente infectados
por Ancilostomideos e S. stercoralis. No estado do Espirito Santo, levantamento de
942 exames de fezes realizados pelo Laboratorio de Parasitologia do Hospital
Universitario Cassiano Anténio de Morais (HUCAM) em pacientes internados nesta
unidade, entre 1996 e 1998, mostrou uma prevaléncia de 24% para 0os nematoides
intestinais (TRISTAO-SA et al., 2002). Estas informacdes corroboram com o fato de

gue a helmintiase intestinal é responsavel por morbidade em alguns brasileiros.
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As infec¢Oes por helmintos s&o potentes indutoras da resposta Th-2, caracterizada
por: eosinofilia; altos titulos de IgE circulantes; favorecimento da secrecdo de IL-4,
IL-5, IL-9, IL-13 e IL-10; e reducéo das citocinas Th-1 (BUNDY, SHER, & MICHAEL,
2000).

A infeccdo com S. stercoralis tem sido associada com uma forte resposta imune tipo
Th-2 (citado por RESENDE-CO et al., 2007), comum a muitos vermes intestinais. No
entanto, infec¢cdes por Hymenolepis nana podem ser tanto Th-2 quanto Th-1,
conforme a fase do desenvolvimento o parasita est4 apresentando no hospedeiro
naquele momento, isto é, fase luminal ou fase tecidual, respectivamente
(CONCHEDDA et al., 1997). Existem parasitas intestinais que também apresentam
resposta imune tanto Th-1 quanto Th-2, como o H. nana, outros entretanto, séo
capazes de desenvolver uma reposta somente Th-2, porém esta resposta pode ser

pouco intensa.

As infeccbes helminticas induzem uma imunomodulacdo que pode afetar o
desenvolvimento de outras doencas infecciosas (BENTWICH et al., 1999). Baseado
em achados de estudos relacionados ao estado imunologico dos seres humanos
com vermes intestinais, Bentwich e colaboradores (1999), acreditam que a
erradicacdo destes vermes poderia mudar o impacto de algumas doencas

infecciosas, tais como a AIDS e a TB.

2.2.1. Resposta Imune na Associacao TB e Helmintiases Intestinais

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que o MTB e os helmintos sao
coendémicos em muitas regides no mundo, e que as superinfeccbes desses
patdogenos sao frequentes (revisado por TALAAT et al.,, 2006). A infeccdo por
helmintos intestinais pode ser um dos fatores de risco para o desenvolvimento da TB

pulmonar ativa, da mesma forma que a infeccao pelo HIV (ELIAS et al., 2006).

A existéncia de associacdo entre infec¢cdes helminticas intestinais e doencas
micobacterianas, tais como a TB pulmonar e a hanseniase multibacilar, foi
demonstrada por diversos autores, dentre eles, pesquisadores do nosso grupo
(TRISTAO-SA et al., 2002; DINIZ et al., 2001; ELIAS, et al., 2006). Tristdo-Sa e
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colaboradores (2002), realizaram um estudo com pacientes do HUCAM, Vitéria, ES,
Brasil, no periodo de setembro 1997 a agosto 1999, que investigou a frequéncia de
nematodeos intestinais em individuos com ou sem TB pulmonar, demonstrando

maior prevaléncia de infec¢éo por helmintos em pacientes com TB.

A eosindfilia e os niveis elevados de IgE presentes na helmintiase intestinal sao
consequéncias da ativacao Th-2, uma resposta especialmente induzida por este tipo
de infeccdo (COOPER et al., 2000b). Assim sendo, os resultados apresentados por
Tristdo-S4& e colaboradores (2002), indicam que uma possivel causa de eosinofilia (e
provavelmente dos niveis elevados de IgE) nos pacientes com TB pulmonar, poderia
ser a presencga de infec¢des intestinais por helmintos. Estes dados se baseiam nas
contagens de eosindfilos superior a 600 células/mm® encontradas em 26 dos 57
(45.6%) pacientes com TB. Destes 26 pacientes com TB, 69.8% apresentavam
eosinofilia e infeccdo por um ou mais helmintos intestinais (TRISTAO-SA et al.,
2002).

De acordo com Tristdo-Sa e colaboradores (2002), os nematddeos intestinais mais
comumente encontrados na populacdo de pacientes adultos controles eram A.
lumbricoides, S. stercoralis, T. trichiura, Ancylostomidae (Necator americanus ou
Ancylostoma duodenale), respectivamente. A freqiéncia das infecgcbes com algum
tipo de nematddeo foi mais elevada nos pacientes com TB pulmonar, do que entre o
grupo controle. Quando considerados separadamente, S. stercoralis era 0 mais
prevalente em relacdo aos demais nematddeos, entre o0s pacientes com TB

Pulmonar.

Dados epidemiologicos demonstram que a observacado da resposta ao PPD, in vivo
e in vitro, € menor nas criancas com parasitas intestinais, melhorando apds
eliminacdo dos vermes (ELIAS et al.,, 2001). Desta forma, pode-se inferir que a
resposta imune celular ao PPD é reduzida em pessoas com infeccéo por helmintos,
0 que possivelmente, resulta em baixa eficacia da vacina BCG em areas endémicas
para helmintiases no mundo (ELIAS et al., 2001). Além disso, Elias e colaboradores
(2008), investigaram a associacdo TB e helmintiases, demonstrando que a infeccéo
cronica por helmintos pode reduzir a imunogenicidade do BCG em humanos, o que
pode estar associada a maior producédo de TGF-f, porém, sem aumento da resposta
Th-2.
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Resende-Co e colaboradores (2007), avaliaram o numero de linfocitos e o perfil de
citocinas de pacientes com TB ou com TB e helmintos intestinais (TB+HELM); dados
destes autores indicam que a infeccao intestinal por helmintos, em pacientes com
TB, pode induzir ao desvio no perfil de citocinas para uma resposta do tipo Th-2. A
producdo de um fator homologo ao fator humano de inibicdo da migracdo de
macrofagos (MIF) por nematddeos, poderia interferir sistematicamente na imunidade
do hospedeiro, deslocando a resposta imune para o tipo Th-2 (RESENDE CO et
al.,2007).

Embora os dados aqui apresentados sugiram que a presenca de helmintos
intestinais favoreca/aumente outras doencas infecciosas (RESENDE CO et
al.,2007), estes argumentos ainda n&o sédo conclusivos (BUNDY et al., 2000 citado
por TRISTAO-SA et al., 2002). Brown e colaboradores (2006) relataram que a
infeccdo por nematddeos e a progressao da TB ativa entre pacientes infectados pelo

HIV-1 nao estdo correlacionadas.

Na literatura pouco ou praticamente nada se conhece sobre a influéncia das
helmintiases intestinais na resposta imune inata ao MTB. Até mesmo as informacodes
a cerca do impacto negativo dos helmintos intestinais na resposta imune adaptativa
ao MTB ainda néo séao irrefutaveis. Tendo em vista que esta resposta € dependente
da imunidade inata, acreditamos que esta pesquisa poderd contribuir para
elucidacdo do impacto dos helmintos intestinais na resposta imune inata e, por

conseguinte, na resposta adaptativa ao MTB.



Objetivo
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3. OBJETIVO

Estudar alguns aspectos da imunidade inata em pacientes com tuberculose, com e
sem helmintiases intestinais, em pacientes com helmintos intestinais e em individuos

saudaveis (controles), avaliando:
¢ O numero e fenétipo de células dendriticas e macréfagos do sangue periférico;

e A produgdo de citocinas (IL-10, IL-12, TNF-o, IL-6 e IL-1B) e de quimiocinas
(CCL2, CCL5, CXCL-8, CXCL9 e CXCL-10) no sobrenadante de cultura de

sangue total apds estimulo com antigenos de MTB.



Amostras e Métodos
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4. AMOSTRAS E METODOS

4.1. Pacientes e individuos controles

7

Este projeto é um estudo descritivo transeccional de individuos portadores de
tuberculose pulmonar e/ou helmintiase intestinal. Tal projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Satde (Anexo 1). Termos de
consentimento esclarecidos e assinados foram obtidos de todos os participantes do
estudo. Os critérios de inclusdo foram ndo apresentar: infeccdo pelo HIV, gravidez,
doencas de base, e ter idade entre 13 e 65 anos. A figura 3 resume as amostras
estudadas, indicando o numero de casos em cada grupo. . Pacientes com TB e
helmintiase intestinal associadas, e individuos infectados por helmintos intestinais
apenas, foram denominados TB+HELM e HELM, respectivamente. Tanto TB+HELM
guanto HELM receberam tratamento padrdo para suas verminoses. Pacientes com
TB receberam tratamento padréo para TB de acordo com o0 consenso brasileiro para
tratamento da TB. Voluntarios saudaveis PPD positivos e negativos formaram os

grupos controles.

Individuos do
Estudo
(n=32)

ESE— EE————— n
Individuos COM TB Individuos SEM TB

(n=14)

I 1 F————— - 1
Pacientes TB SEM Pacientes TB COM Individuo COM Individuo SEM helminto
Helmintos Intestinais Helmintos Intestinais helminto intestinal intestinal
(n=11) (n=03) (n=5) (n=13)

Figura 3 - Distribuicdo dos participantes do estudo, portadores ou ndo de TB associada a
helmintiases intestinais.

Os pacientes com tuberculose pulmonar foram recrutados no periodo de julho de
2008 a dezembro de 2008. Foram atendidos no ambulatorio de tuberculose do
HUCAM da Universidade Federal do Espirito Santo, e encaminhados pelas

Unidades de Saude da Grande Vitdria (Cariacica, Serra, Vitoria e Viana), sendo
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arrolados antes de iniciar a terapia para TB. Todos os pacientes fizeram raio-X de
torax e coletaram amostras de escarro para baciloscopia e cultura, para pesquisa do
MTB. Foi realizado o teste rapido para HIV em todos os participantes do estudo. Os
participantes eram informados sobre o estudo, e ap0s consentimento e
preenchimento do questionério/ficha (Anexos 2 e 3), eram entregues 0s potes de
coleta de fezes, além de serem coletadas amostras de escarro (exceto individuos
controles).

4.2. Exames parasitoldgicos

Exames parasitologicos de fezes foram realizados tanto em pacientes quanto nos
controles. O diagnadstico parasitolégico foi realizado em 3 amostras consecutivas de
fezes, visando cobrir 0 maior numero possivel de helmintos intestinais. A avaliacéo
parasitologica foi feita pelas técnicas: Lutz-Hoffman, Kato-Katz, e Baerman-Moraes,
realizadas no Laboratério de Parasitologia da Universidade Federal do Espirito

Santo e no Laboratério Deomar Bittencourt.

4.3. Baciloscopia e cultura

As amostras de escarro dos pacientes TB e TB+HELM foram obtidas antes do
tratamento anti-TB (2 amostras consecutivas). Estas amostras foram processadas
no Laboratdrio de Tuberculose do Nucleo de Doencas Infecciosas, da Universidade
Federal do Espirito Santo. Os escarros eram utilizados no preparo do esfregaco, de
onde se obtém os resultados de baciloscopia, assim como, na inoculacdo em meio

Ogawa (LJ — Lowenstein-Jensen) para obtencdo das culturas.

4.4. Coleta de sangue periférico

Amostras de sangue periférico (7mL de sangue) foram coletadas por puncdo venosa

em todos os participantes do estudo. A coleta de sangue foi realizada apés a
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entrega das amostras de fezes. As amostras de sangue foram utilizadas para
avaliagdo quantitativa e fenotipica das populagbes celulares, para o0
desenvolvimento de culturas de sangue total estimuladas com antigenos sollveis de
MTB, e para avaliagdo do perfil de citocinas e quimiocinas no sobrenadante de
cultura. Além disso, aliquota da amostra de sangue foi utilizada para obtencédo de
hemograma com contagem global e diferencial de leucécitos (Coulter STKS) pelo
Laboratério Tommasi, Vitoria, ES.

4.5. Quantificacbes e fenotipagem de células dendriticas e

monaocitos/macréfagos em sangue total

Para a realizagéo deste procedimento, 3mL de sangue periférico foram coletados
em tubo com acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA - Ethylenediamine
tetraacetic acid). 100uL desse sangue foram adicionados a cada tubo de citometria.
Acrescentou-se por tubo, ainda, 50uL de PBS (phosphate-buffered saline —
Invitrogen) 10% FCS (fetal calf serum - Sigma). PBS com FCS e o sangue foram
incubados por vinte minutos, a 4° C, com o intuito de diminuir as ligacdes
inespecificas. Decorrido este tempo, cada tubo recebeu seu conjunto de anticorpos

monoclonais conjugados (5uL de cada anticorpo — Anexo 4).

Os anticorpos utilizados estéo listados no anexo 4, no qual informamos os clones,
concentragbes, fluorocromos, marca e funcdes/acdo dos mesmos. Para a
identificacdo de células dendriticas utilizamos os anticorpos monoclonais: coquetel
de anticorpo - Linl (CD3, CD14, CD16, CD19, CD20 e CD56), CD123, CD11c e
HLA-DR. Na identificacdo de mondcitos/macrofagos utilizamos CD14 e HLA-DR.
Na analise de moléculas coestimuladoras e receptores de reconhecimento em DCs
e mondocitos/macréfagos usamos anticorpos monoclonais para: CD40, CD86,
CD209 (DC-SIGN), CD16, TLR2, TLR4 e TLR9. Os controles isotipicos utilizados
em todos os procedimentos foram: IgG1-FITC, IgG2a-PE e IgG2b-PECYyS5.

Para a marcacdo de células dendriticas utilizamos os anticorpos HLA-DR
(caracteristico de células apresentadoras de antigenos) e o coquetel de anticorpos
Linl para a obtencédo desta populacao celular. Para distinguir as subpopulagbes de

células dendriticas (tabela 1), acrescentamos ao HLA-DR e Linl, os anticorpos
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CD11c (mDC) e CD123 (pDC). Células dendriticas mieldides apresentam fenétipo
Lin1'CD11c'HLA-DR", enquanto as plasmacitéides sdo Lin1 CD123"HLA-DR".

Para analise das moléculas coestimulatérias e de reconhecimento, em cada tubo
de analise, junto aos anticorpos monoclonais HLA-DR e Linl, foram colocados os
marcadores de coestimulacdo e reconhecimento: CD86, CD40, CD209, CD16,
TLR-2, TLR-4 e TLR-9.

Tabela 1 — Anticorpos monoclonais que caracterizam as DCs e suas subpopulacoes.

Anticorpo monoclonal Finalidade
Molécula MHC classe Il utilizada na obtencdo de

HLA-DR células apresentadoras de antigenos.
Linl (coquetel de anticorpos Obtencédo da populacdo de células dendriticas por
formado por: CD3, CD14, CD186, exclusdo das células marcadas por Linl. Por isso,
CD19, CD20 e CD56). as DCs sdo denominadas Linl".
CDllc Obtencao da subpopulacdo mielbide.
CD123 Obtencao da subpopulacao plasmacitéide.

Para analise de mondcitos/macrofagos utilizamos os anticorpos monoclonais HLA-
DR e CD14 para definir tal populacdo. Na analise das moléculas coestimulatérias e
de reconhecimento, em cada tubo de analise, junto aos anticorpos monoclonais
HLA-DR e CD14, foram colocados os marcadores para tais finalidades, quais
sejam: CD86, CD40, CD209, CD16, TLR-2, TLR-4 e TLR-9.

Apoés adicdo dos anticorpos monoclonais aos seus respectivos tubos, o sangue
marcado foi incubado a 4°C, por vinte minutos. Passado este tempo, foi adicionado

1mL de solugéo de lise (fluorescence-activated cell sorting (FACS) lysing solution)
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(BD Biosciences) em cada tubo. ApGs adicdo desta solucdo, o sangue marcado
passou por uma incubacdo de quinze minutos a temperatura ambiente. Ao fim
deste tempo, os tubos passaram por centrifugacdo a 300 x g por sete minutos. O
sobrenadante foi descartado, e ao pellet ressuspendido foram acrescidos 2mL de
PBS 1% BSA (Sigma) em cada tubo. Os tubos foram submetidos a nova
centrifugacéo e o pellet foi ressuspendido em 400uL de solucéo de fixagdo (MAC’'S

FACS fix solution) * por tubo com marcagéo extracelular, exclusivamente.

Nos tubos que havia a necessidade de identificacdo de molécula intracelular (TLR-
9), foram adicionados 100uL de solugéo de fixagcdo, que compde o kit de fixacao e
permeabilizacdo celular (eBioscience). Segundo instru¢cdes do fabricante, apds
adicdo da solucdo de fixacdo, faz-se necessario a incubacdo de vinte minutos a
temperatura ambiente. Decorrido esse tempo, adicionou-se 1mL de solucédo de
permeabilizacdo (diluicdo conforme indicado no manual — 1:10), seguida de
centrifugacédo a 300 x g por cinco minutos e posterior descarte do sobrenadante.
Este procedimento foi repetido mais uma vez antes da marcacdo com o anticorpo
monoclonal TLR9-PE. 5uL desse anticorpo e 100uL de solugcédo de permeabilizacdo
foram acrescidos a cada tubo, os quais passaram por um periodo de incubacao de
vinte minutos. Ao fim desse periodo, mais 1mL de solucédo de permeabilizacdo foi
colocada em cada tubo, que foi submetido a mais um processo de centrifugacéo de
300 x g por cinco minutos. ApoOs descarte do sobrenadante, o pellet foi
ressuspendido em 400uL de solugdo MAC’S FACS.

As amostras com marcacao (extra e intracelular) foram analisadas em citbmetro de
fluxo FACSort (BD Biosciences) e os dados foram obtidos e analisados através do
software CellQuest (BD Biosciences). Adquiriram-se cinquenta mil eventos totais por
tubo, visto que as regides (Gates) R1 e R1+R2 delimitavam as populacdes de
mondacitos e células dendriticas, respectivamente, sendo definidos a partir do grafico
de distribuicdo pontual SSC (side scatter) versus HLA-DR" (Figura 4 A). Baseado
nestas regides do grafico de distribuicdo montou-se graficos de distribuicdo pontual,
com Linl versus algum marcador conjugado com PE (x PE), para células
dendriticas, e CD14 versus qualquer marcador conjugado com PE (x PE), para

mondcitos/macréfagos (Figura 4 B e C). Nestes graficos, os marcadores (X)

! MAC’S FACS fix solution — contém paraformaldeido, cacodilato de sodio e cloreto de sédio
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conjugados com PE (ficoeritrina) foram os seguintes: CD209*, CD86", CD40",
CD16%, TLR-2%, TLR-4" e TLR-9", além de CD123" e CD11c" (somente para Linl-
células dendriticas). A analise de células dendriticas foi baseada na regido R1+ R2,
para a obtencdo de células com fendtipo Linl" x* HLA-DR", enquanto que a analise

de mondcitos/macréfagos feita em R1 obteve o fenétipo CD14" x* HLA-DR".

A andlise de intensidade de fluorescéncia média também foi realizada, porém os
resultados obtidos ndo foram significativos, por isso optamos pela analise utilizada
neste trabalho, jA que alguns de nossos achados foram estatisticamente

significantes.
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Figura 4 — Gréficos de distribuicdo pontual dos marcadores que definirdo os fendétipos de células
dendriticas e mondcitos/macrofagos. A) Gréfico de distribuicdo pontual SSC (side scatter) versus
HLA-DR PE Cy5 para definicdo das regifes de andlise de células dendriticas (gate R1+R2) e
mondcitos/macréfagos (gate R1). B) Grafico de distribuicdo pontual entre os marcadores x PE e
Lin FITC, para obtencdo da subpopulagido Linx'HLA-DR" (retangulo verde). C) Gréfico de
distribuicdo pontual entre os marcadores CD14 FITC e x PE, para obten¢cédo da subpopulacéo
CD14"'x"HLA-DR" (retangulo amarelo).

4.6. Culturas de sangue total para andlise de citocinas e quimiocinas

Para a realizacdo da cultura de sangue total, obteve-se 1mL de sangue
heparinizado. As amostras de sangue foram diluidas 10x em meio RPMI 1640
(Gibco) completo (HEPES 25mM, L-glutamina 200mM (Gibco), penicilina e
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estreptomicina (Sigma) e bicarbonato de sodio), ou seja, 700uL de sangue foi
adicionado a 6,3mL de meio RPMI completo. Esta diluicdo foi dispensada em
placas de cultura de 24-pocos estéreis (1mL por poco). A placa foi identificada com
a data de inicio da cultura e com as iniciais e cddigo do paciente, enquanto nos
pocos anotou-se o dia de estudo (24 horas ou 3 dias) e o estimulo (sem estimulo

(9) ou estimulo com antigenos (Ags) sollveis de MTB).

Amostras foram incubadas em estufa com 5% CO, e temperatura de 37°C. Nos
pocos identificados com estimulo, eram acrescidos 100uL de Ags solUveis
(concentracao final de 5 pg/mL) de cultura de MTB (cepa H37Ra). Conforme
identificagéo na placa, 24 horas ou 3 dias de cultivo, os sobrenadantes de cultura
eram coletados (duas aliquotas de 400ulL/cada) e congelados a —70°C até sua

utilizagdo para dosagem de citocinas e quimiocinas.

4.6.1. Dosagens de citocinas inflamatdérias e quimiocinas por CBA

(Cytometric Beads Array)

A presenca de citocinas proinflamatérias IL-1p, TNF-o, IL-12, IL-10 e de
quimiocinas CXCL9/MIG (Monokine Induced by IFN-7»), CXCL10/IP-10 (IFN-
Inducible Protein 10), CCL5/RANTES (Regulated on Activation, Normal T cell
Expressed and Secreted), CCL2/MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein 1) e
CXCL-8/IL-8 nas amostras de sobrenadante de cultura de sangue total, foi avaliada
através da utilizacdo dos kits CBA inflammation e CBA chemokine (BD
Biosciences). Uma aliquota de sobrenadante de cultura de cada condicdo do
estudo (24hg, 24h Ag MTB, 3dZ e 3d Ag MTB), foi descongelada a temperatura
ambiente. Tubos de citometria foram identificados para as amostras e para 0s
padrdes. As amostras estimuladas com Ag de MTB foram utilizadas sem diluir e
diluindo 1:30 (diluicdo definida apds padronizacdo). Os procedimentos de preparo
da mistura de beads e dos padrdes foram seguidos conforme instru¢cdes do
fabricante, para cada kit. Nos tubos identificados para as amostras, colocou-se

15uL de mistura de beads/tubo e 25uL de amostra por tubo. Nos tubos dos
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padrbes, também foram acrescidos 15uL de mistura de beads por tubo e 25uL dos

padrdes nos seus respectivos tubos.

Depois que todos os tubos identificados estavam com a mistura de beads e suas
respectivas amostras ou padrdes, 18ulL/tubo de reagente de deteccdao PE foi
adicionado a todos os tubos. Estes foram mantidos no escuro por 3 horas. Decorrido
este tempo, 500uL de reagente F em cada tubo foi acrescido antes da centrifugacéo
de 300 x g por sete minutos. Apos a centrifuga¢éo, o contetdo do tubo foi aspirado
através de uma bomba a vacuo, de modo que, aproximadamente, 100uL do preparo

permanecesse para a analise.

Depois deste passo, os tubos foram analisados em citbmetro de fluxo FACSort (BD
Biosciences), apos calibragdo conforme manual do kit. Na aquisi¢cao utilizou-se um
threshold para SSC de 650 e uma resolugdo de 1024. O numero de eventos na
regido R1 (definida no arquivo de aquisicdo, montado durante a calibracdo e
compensacao do citbmetro para utilizacdo dos kits) foi de 1800 eventos. As
amostras foram lidas numa taxa de fluxo HIGH. Os dados obtidos foram analisados
no programa BD CBA Software (BD Biosciences), seguindo as informacdes contidas

no manual dos kits, visto que os resultados foram expressos em pg/mL.

4.7. Preparo do Antigeno (Ag) soluvel de Mycobacterium tuberculosis

Para o preparo do Ag de MTB utilizou-se a cepa H37Ra ATTC (American Type
Culture Collection) 25177 cedida pelo laboratério de Tuberculose do Nucleo de
Doencas Infecciosas, da Universidade Federal do Espirito Santo. Para tanto,
preparou-se uma suspensao bacteriana com turvacdo comparavel a escala niumero
1 de McFarland em solucdo salina/0,25% tween ou em agua destilada estéril.
Inoculamos 500uL de suspensédo bacteriana em meio Middlebrook 7H9 (BD Difco)
com 0,05% Tween (Merck-Schuchardt), totalizando 150mL de cultura (30 tubos com
5mL de cultura cada). A Incubacdo foi realizada em estufa a 37°C por

aproximadamente 10 dias (fase log).
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No dia anterior ao preparo do antigeno, aliquotas das culturas foram inoculadas em
agar sangue para pesquisa de contaminantes. Apés a constatacdo de auséncia de
contaminantes, as culturas foram transferidas para quatro tubos conicos de 50mL
(37,5mL em cada tubo) e centrifugadas por 15 minutos, 2000 x g, a temperatura
ambiente e sem freio. Os sobrenadantes foram desprezados e o sedimento
ressuspendido em PBS (12 lavagem). O procedimento de centrifugacao repetiu-se
mais duas vezes, sendo que na Ultima vez, o sedimento foi ressuspendido num
volume 10x menor que o inicial (3,75mL/tubo). Ap6s vigorosa homogeneizacao, o
contetudo de cada tubo foi transferido para um tubo de centrifuga de 15mL. Estes
tubos foram submetidos a agitacdo em vOrtex por cerca de vinte minutos (multiplas
repeticdes durante vinte minutos). Depois da agitacéo, os tubos foram selados com
parafiime e colocados em banho-maria a 65°C por 1 hora. Passado este tempo,
estes foram congelados a —70°C (overnight).

O ciclo de congelamento a —70°C e descongelamento a 37°C foi repetido quinze
vezes, agitando em vOrtex entre o congelamento e descongelamento. Concluidos os
ciclos, o conteudo dos tubos foram divididos em eppendorfs para serem submetidos
a 4 ciclos (sem intervalos) no sonicador LCX Lysor (Abbott Probe System).
Terminado o procedimento de sonicacdo, a suspensao contida nos eppendorfs foi
transferida para um tubo conico, e mantida em repouso por cinco minutos. Apos este
tempo, coletou-se o sobrenadante, sendo este, aliquotado em eppendorfs (400uL
cada) e mantidos a —70°C até sua utilizacdo. Para confirmacdo de que nado haveria
crescimento micobacteriano apos todo o processo de obtencédo dos antigenos, uma
aliquota destes antigenos (retirada do tubo conico) foi inoculada em LJ, o qual foi
acompanhado por trinta dias para verificacdo de auséncia ou ndo de crescimento.
Com a confirmacdo de que ndo houve crescimento micobacteriano, as proteinas
foram dosadas pelo método de Lowry no Laboratério de Bioquimica da Universidade
Federal do Espirito Santo. Cabe lembrar, que durante todo o processo, inéculos em

agar sangue foram utilizados para constatacdo de possiveis contaminacoes.
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4.8. Andlises estatisticas

Dados com distribuicdo normal foram analisados através do Teste-t de Student (n&o-
pareado), teste Qui-Quadrado para a analise de varidveis discretas, e Mann-
Whitney, para dados com distribuicdo desconhecida e N reduzido. Nas correlagoes,
o coeficiente de correlacdo de Pearson (r) foi utilizado. Foram utilizados os
programas SPSS 17.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) e STATA version
7 (STATA Corporation, College Station, TX, USA). Valores de p < 0.05 foram

considerados significativos.



Resultados
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5. RESULTADOS

Participaram dessa pesquisa 32 individuos, todos HIV - negativos, dos quais 14
participantes apresentavam diagnostico recente de TB (9 homens e 5 mulheres, com
idade entre 18-56 anos), sendo 11 pacientes com TB e trés pacientes com TB e
helmintos intestinais (TB+HELM). Dos 18 individuos sem TB, cinco apresentaram
helmintiase intestinal (com helmintos e sem TB, denominado grupo HELM),
enquanto os demais eram PPD-positivos (PPD > 10mm) clinicamente saudaveis (8
homens e 5 mulheres, com idade entre 14-60 anos), que foram arrolados como
controles saudaveis (Controles). A mediana da idade dos individuos arrolados foi de
32 anos, com IQ de 11. Informacdes sobre a idade, sexo, leucdcitos totais,
monacitos, linfocitos e eosinéfilos nos grupos estudados estdo representados na

tabela 2 (os dados brutos estéo contidos na tabela 4, no anexo 5).

Tabela 2 — Idade, sexo, leucécitos totais, mondcitos, linfécitos e eosindfilos individuos com TB,
com TB e helmintiases intestinais (TB+HELM), com helmintos intestinais (HELM) e pessoas
saudaveis (controles).

TB+ HELM B p HELM Controle p
Idade 24;1Q=9,5 32;1Q=9 0,35**|  31;1Q=21 35,5; 1Q=29,2 |0,28***
Sexo M/F 3/0 6/5 0,14** 4/1 9/9 0,23**
Leucocitos* | 6600 +600 |8912,7+800,8 | 0,17* | 7600 £ 698,5 | 7585 +500,3 | 0,98 *
Monécitos* | 696,6 + 176,28 | 692,6 +82,1 | 0,98* | 566 +47,9 531,1+44,2 | 0,69*
Linfécitos* | 2146,6 +411,5 | 1780 +158,2 | 0,33* | 2382 +216,7 | 2480,5+133,4 | 0,72*
Eosinofilos* | 446,6 + 123,4 | 327,2+130,9 0,66* | 666 + 159,1 331,6 £+ 98,9 0,12 *

* Médias (expressas em células/mm®) e os respectivos erros-padrdo. Mediana e intervalos interquartis (IQ)
foram usadas na andlise da idade. Valores de p ndo foram estatisticamente significantes. * Teste t de
student; *** Teste Qui-quadrado; ** Teste Mann-Whitney.

Dos individuos analisados nessa pesquisa, 21,63% (8 individuos) apresentavam
algum tipo de verme, sendo que o0s helmintos encontrados e suas respectivas
frequéncias relativas foram as seguintes: Strongyloides stercoralis (3; 8,10%),
Schistosoma mansoni (1; 2,70%), Enterobius vermicularis (2; 5,40%), Hymenolepis

nana (1; 2,70%) e S. stercoralis + S. mansoni (1; 2,70%). Um individuo estava
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infectado simultaneamente por dois tipos de helmintos intestinais, S. stercoralis e S.

mansoni.

5.1. Quantificacdo e fenotipagem de células dendriticas e macrofagos

5.1.1. Células Dendriticas

As analises fenotipicas e quantitativas das células dendriticas foram realizadas nos
gates R1+R2 (mondcitos + linfocitos). Foram analisados dados de sete individuos do
grupo TB, sete do grupo PPD+, dois do grupo HELM e dois do grupo TB+HELM.
Individuos PPD negativo foram incluidos posteriormente a esta analise. A média do
namero absoluto de células dendriticas mielGides, plasmacitoides e de
monadcitos/macréfagos estédo representadas na tabela 3, bem como os erros-padréo.
Os resultados da analise de DCs estéo contidos nas figuras 5 a 12, com graficos em
gue as meédias e seus respectivos erros-padréo estao representados. Os dados para
obtencao desses graficos foram tirados das tabelas 5 e 6, no anexo 5. As marcacgdes
LinCD11c"HLA-DR" e Lin'CD123"HLA-DR" foram utilizadas para a aquisicdo das
subpopulacdes de células dendriticas mieldides (mMDC) e células dendriticas

plasmacitoides (pDC), respectivamente.

Tabela 3 — Média do niumero absoluto de DCs (mielbides e plasmacitdides) e monécitos/macréfagos.

Células mDC pDC Mo/M®
Grupos | TB+HEL. B HEL. | CTRL | TB+HEL. B HEL. CTRL TB+HEL. B HEL. CTRL
5+3 |3+£0,7|3+0,1(2+0,4| 10+£35 |8+23 | 12+3 | 4+05 |670+174|644 +87|477+48|484+44
Mondcitos
Gate
7+6 |3+1,1|1+05(8+16| 84+26 | 26+5 [25+17(32%5,1 . . . .
Linfocitos
TOTAL 12+3 |6+£14(4+04|8+£18|94+£225(34+59(37+20(36+56|670+174|644 +87 477 +48|484 +44

Média + erro-padrdo.*Teste t Student. mDC: células dendriticas mieldides. pDC: células dendriticas plasmacitoides. Mo/M®:
mondcitos/macréfagos. TB+HEL.: grupo com tuberculose e helmintos intestinais. TB: grupo com tuberculose. HEL.: grupo com
helmintiases intestinais. CTRL: grupo controle. Valores de p* ndo foram estatisticamente significantes.
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No que se refere a estas subpopulagbes, uma reducdo na expressao dos
marcadores de mDC (Lin'CD11c"HLA-DR"; p>0,05) foi observada para os grupos TB
e HELM, em relacédo ao controle PPD+. Apesar de ndo estatisticamente significante,
um discreto aumento na expressao dos marcadores de mDC no grupo TB+HELM foi
observado ao se comparar com os demais grupos (Figura 5). Ja a expressao dos
marcadores de pDC (Lin'CD123"HLA-DR*, p>0,05) também foi maior no grupo
TB+HELM quando comparado aos outros grupos, inclusive o grupo controle (Figura

6).
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Figura 5 — Andlise de célula dendritica marcada com Linl” CD11c” HLA-DR" no
gate R1 + R2 (mondcitos+linfécitos). Células dendriticas mielides (CD11c") do
sangue periférico de individuos com tuberculose pulmonar — TB (n=07),
tuberculose e helmintos intestinais — TB+HELM (n=02), helmintiases intestinais —
HELM (n=02) e controle — CTRL (n=07). As barras indicam as médias e o0s
respectivos erros-padrdo de cada grupo. Os valores de p ndo foram

estatisticamente significantes.
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Figura 6 — Andlise de célula dendritica marcada com Lin1 CD123" HLA-DR" no gate R1
+ R2 (mondcitos+linfocitos). Células dendriticas mieldides (CD123%) do sangue
periférico de individuos com tuberculose pulmonar — TB (n=07), tuberculose e helmintos
intestinais — TB+HELM (n=02), helmintiases intestinais — HELM (n=02) e controle —
CTRL (n=07). As barras indicam as médias e os respectivos erros-padrdo de cada
grupo. Os valores de p ndo foram estatisticamente significantes.

A expressao de moléculas coestimulatorias CD86 e CD40 esta representada nas
figuras 7 e 8, respectivamente. Na figura 7, evidencia-se uma tendéncia ao aumento
na expressao de CD86 nos grupos infectados por helmintos e/ou MTB (TB, HELM e
TB+HELM) em relacdo ao grupo controle. No entanto, em pacientes com infec¢des
associadas (TB +HELM) a expressao de CD86 foi intermediaria entre as observadas

para os grupos TB (menor expresséo) e HELM (maior expressao).

160

140

120

100 OCTRL

mTB
80
ETB + HELM.

Células/mm?3

60 B HELM.
40

20

0

Figura 7 — Andlise de célula dendritica marcada com Lin1” CD86" HLA-DR" no gate R1 +
R2 (mondcitos+linfocitos). Células dendriticas CD11c” ou CD123" expressando CD86 no
sangue periférico de individuos com tuberculose pulmonar — TB (n=07), tuberculose e
helmintos intestinais — TB+HELM (n=02), helmintiases intestinais — HELM (n=02) e
controle — CTRL (n=07). As barras indicam as médias e 0s respectivos erros-padréo de
cada grupo. Os valores de p ndo foram estatisticamente significantes.
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Quando a expresséo de CD40 foi avaliada, observamos que a mesma foi reduzida
no grupo TB e no grupo HELM, quando comparados ao grupo PPD+ (p>0,05). Por
outro lado, em pacientes do grupo TB+HELM a expressao foi maior tanto em relagao
ao grupo TB (p=0,02), quanto aos demais (p>0,05; Figuras 8). Células dendriticas
mieldides e plasmacitéides tendem a maior expressao no grupo TB+HELM. A
expressdo de CD86 e CD40, neste grupo, mostra que estas células podem estar
ativadas e maduras. Além disso, a expressdo de DC-SIGN e TLR9 por mDC e pDC,
respectivamente, sugere um desvio de resposta Th-1 para Th-2.
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Figura 8 — Andlise de célula dendritica marcada com Lin1 CD40" HLA-DR" no gate
R1 + R2 (mondcitos+linfocitos). Células dendriticas CD11lc® ou CD123"
expressando CD40 no sangue periférico de individuos com tuberculose pulmonar
— TB (n=07), tuberculose e helmintos intestinais — TB+HELM (n=02), helmintiases
intestinais — HELM (n=02) e controle — CTRL (n=07). As barras indicam as médias
e 0s respectivos erros-padrao de cada grupo. Valor de p significante: (*) p<0,05.

Nas figuras de 9 a 12 estdo representadas a expressao dos marcadores CD209,
TLR2, TLR4 e TLR9. A expressdo de CD209 (Figura 9) estava reduzida (grupo TB)
ou apresentou discreto aumento nos grupos infectados por helmintos (TB+HELM e
HELM; p>0,05) em relacdo ao controle. Para o receptor TLR2, observamos uma
tendéncia a maior expressao nos individuos infectados, seja por MTB ou por vermes,

gquando comparados ao grupo PPD+ (Figura 10).
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Figura 9 — Andlise de célula dendritica marcada com Lin1 CD209" HLA-DR" no
gate R1 + R2 (mondcitos+linfocitos). Células dendriticas CD11c” ou CD123"
expressando DC-SIGN/CD209 no sangue periférico de individuos com tuberculose
pulmonar — TB (n=07), tuberculose e helmintos intestinais — TB+HELM (n=02),
helmintiases intestinais — HELM (n=02) e controle — CTRL (n=07). As barras
indicam as médias e os respectivos erros-padrao de cada grupo. Os valores de p

nao foram estatisticamente significantes.
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Figura 10 — Andlise de célula dendritica marcada com Lin1” TLR2" HLA-DR" no
gate R1 + R2 (mondcitos+linfocitos). Células dendriticas CD11c® ou CD123"
expressando TLR-2 no sangue periférico de individuos com tuberculose pulmonar
— TB (n=07), tuberculose e helmintos intestinais — TB+HELM (n=02), helmintiases
intestinais — HELM (n=02) e controle — CTRL (n=07). As barras indicam as médias
e 0s respectivos erros-padrdo de cada grupo. Os valores de p ndo foram

estatisticamente significantes.
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Para o receptor TLR4 (Figura 11), observamos uma tendéncia para o0 aumento na
expressdo deste receptor nos grupos TB e HELM e uma reducdo no grupo
TB+HELM, quando comparados ao grupo controle. A expresséo do receptor TLR-9
(Figura 12) pelo grupo HELM apesar de ser mais elevado que os demais grupos,
ndo foi estatisticamente significante (p> 0,05). Ja os pacientes com tuberculose,
tanto do grupo TB, quanto do TB+HELM, observamos reducédo na expressao deste

receptor (p> 0,05), quando comparados aos demais grupos participantes do estudo.
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Figura 11 — Andlise de célula dendritica marcada com Linl” TLR4" HLA-DR" no
gate R1 + R2 (mondcitos+linfocitos). Células dendriticas CD11c” ou CD123"
expressando TLR-4 no sangue periférico de individuos com tuberculose pulmonar
— TB (n=07), tuberculose e helmintos intestinais — TB+HELM (n=02), helmintiases
intestinais — HELM (n=02) e controle — CTRL (n=07). As barras indicam as médias
e 0s respectivos erros-padrdo de cada grupo. Os valores de p ndo foram

estatisticamente significantes.
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Figura 12 — Andlise de célula dendritica marcada com Lin1” TLR9" HLA-DR" no
gate R1 + R2 (mondcitos+linfocitos). Células dendriticas CD11c” ou CD123"
expressando TLR-9 no sangue periférico de individuos com tuberculose pulmonar
— TB (n=07), tuberculose e helmintos intestinais — TB+HELM (n=02), helmintiases
intestinais — HELM (n=02) e controle — CTRL (n=07). As barras indicam as médias
e 0s respectivos erros-padrdo de cada grupo. Os valores de p nado foram

estatisticamente significantes.

5.1.2. Mondcitos/Macro6fagos

As analises fenotipicas e quantitativas de macréfagos foram realizadas com base nos
dados obtidos no gate R1 (mondcitos). Estes grupos estdo distribuidos da seguinte
forma: 10 individuos no grupo TB, 13 no grupo PPD-positivo, trés no grupo TB+HELM e
cinco no grupo HELM. As figuras 13 a 19 representam a comparacdo das médias de
cada marcador entre os grupos estudados, cujos dados foram tabelados para a

obtencao das médias e erros-padréo (tabela 7, no anexo 5).

A expressdo do receptor DC-SIGN (CD209; Figura 13) em macréfagos nao foi
significativa entre os grupos, no entanto podemos sugerir que 0s grupos infectados por
vermes (TB+HELM e HELM) apresentam maior expressao deste marcador em relacéo
aos demais grupos. A possivel diferenca entre os grupos TB e TB+HELM, na qual a
expressao de CD209 pelo grupo TB+HELM foi mais expressiva (p>0,05), leva-nos a

ponderar que este grupo apresenta um maior nimero de macréfagos tipo M2
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(polarizagéo Th-2), mostrando assim, uma tendéncia ao desvio da resposta Thl para
Th2.
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Figura 13 — Anélise de mondcitos/macréfagos marcados com CD14" CD209" HLA-
DR" no gate R1 (mondcitos). Mondcitos/macréfagos expressando CD209 no
sangue periférico de individuos com tuberculose pulmonar — TB (n=10),
tuberculose e helmintos intestinais — TB+HELM (n=03), helmintiases intestinais —
HELM (n=05) e controle — CTRL (n=13). As barras indicam as médias e os
respectivos erros-padrdo de cada grupo. Os valores de p ndo foram

estatisticamente significantes.

Moléculas coestimulatorias (CD86 e CD40) apresentaram maior expressdo, ou uma
tendéncia ao aumento, nos grupos compostos por individuos infectados por MTB
e/ou helmintos (TB e TB+HELM) (Figuras 14 e 15, respectivamente). Apesar de néo
ser relevante, estatisticamente, a expressdo do marcador CD14"CD86"HLA-DR" foi

maior nos grupos TB e TB+HELM do que nos demais (Figura 14).

A expressdo de CD14°CD40'HLA-DR® da mesma forma que CD86, ndo foi
significativa, mas demonstra um aumento nos grupo TB e TB+HELM (Figura 15).
Estes dados apontam para um aumento na expressao de moléculas coestimulatorias
durante a infeccdo por MTB, 0 que sugere uma ativagdo de macrofagos nestes

grupos.
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Figura 14 — Analise de macréfagos marcados com CD14" CD86" HLA-DR™ no gate
R1 (mondcitos). Mondcitos/macréfagos expressando CD86 no sangue periférico
de individuos com tuberculose pulmonar — TB (n=10), tuberculose e helmintos
intestinais — TB+HELM (n=03), helmintiases intestinais — HELM (n=05) e controle
— CTRL (n=13). As barras indicam as médias e os respectivos erros-padrédo de

cada grupo. Os valores de p ndo foram estatisticamente significantes.
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Figura 15 — Analise de macréfagos marcados com CD14" CD40" HLA-DR" no gate
R1 (mondécitos). Mondécitos/macrofagos expressando CD40 no sangue periférico
de individuos com tuberculose pulmonar — TB (n=10), tuberculose e helmintos
intestinais — TB+HELM (n=03), helmintiases intestinais — HELM (n=05) e controle
— CTRL (n=13). As barras indicam as médias e os respectivos erros-padrdo de

cada grupo. Valor de p significativo: (*) p<0,05.
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A expressdo dos marcadores CD14°CD16'HLA-DR" esteve elevada em todos os

grupos apesar das diferencas ndo serem significativas.
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Figura 16 — Andlise de macréfagos marcados com CD14" CD16" HLA-DR" no
gate R1 (mondcitos). Mondcitos/macréfagos expressando CD16 no sangue
periférico de individuos com tuberculose pulmonar — TB (n=10), tuberculose e
helmintos intestinais — TB+HELM (n=03), helmintiases intestinais — HELM (nh=05)
e controle — CTRL (n=13). As barras indicam as médias e 0s respectivos erros-

padrdo de cada grupo. Valor de p: * p<0,05.

Na andlise dos receptores TLRs, também ndo houve diferenca significativa entre os
grupos, no entanto, observamos um aumento dos TLRs nos grupo com TB e
TB+HELM (Figuras 17-19). Nao obstante, observamos uma a tendéncia a reducéo
na expressao de moléculas de reconhecimento (TLR2 e TLR4) no grupo TB+HELM,
em relacdo ao grupo TB, o que poderia culminar em anergia nas células desse grupo
(Figuras 17 e 18).
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Figura 17 — Andlise de macrofagos marcados com CD14" TLR2" HLA-DR" no gate
R1 (mondcitos). Gréfico representativo das médias (células/mm?®) versus grupos
Mondécitos/macréfagos expressando TLR-2 no sangue periférico de individuos
com tuberculose pulmonar — TB (n=10), tuberculose e helmintos intestinais —
TB+HELM (n=03), helmintiases intestinais — HELM (n=05) e controle — CTRL
(n=13). As barras indicam as médias e os respectivos erros-padrao de cada

grupo. Valores de p: (*) p<0,05, (**) p<0,01, estatisticamente significativos.
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Figura 18 — Analise de macréfagos marcados com CD14" TLR4" HLA-DR' no gate
R1 (mondcitos). Grafico representativo das médias (células/mm?®) versus grupos
Mondcitos/macréfagos expressando TLR-4 no sangue periférico de individuos com
tuberculose pulmonar — TB (n=10), tuberculose e helmintos intestinais — TB+HELM
(n=03), helmintiases intestinais — HELM (n=05) e controle — CTRL (n=13). As
barras indicam as médias e os respectivos erros-padréo de cada grupo. Valores

de p: (*) p<0,05, (**) p<0,01, estatisticamente significativos.
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Em se tratando de TLR9 (Figura 19), foi constatada uma tendéncia ao aumento

deste receptor no grupo TB+HELM em relag&o aos demais grupos.
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Figura 19 — Analise de macrofagos marcados com CD14" TLR9" HLA-DR" no gate
R1 (mondcitos). Monécitos/macrofagos expressando TLR-9 no sangue periférico
de individuos com tuberculose pulmonar — TB (n=10), tuberculose e helmintos
intestinais — TB+HELM (n=03), helmintiases intestinais — HELM (n=05) e controle
— CTRL (n=13). As barras indicam as médias e 0s respectivos erros-padrao de

cada grupo. Os valores de p ndo foram estatisticamente significantes.

5.2. Andlise de citocinas e quimiocinas no sangue total

Amostras de sangue periférico de vinte e cinco individuos foram utilizadas para a
realizacdo de culturas de sangue total. A escolha pela cultura de sangue total foi
baseada no fato de acharmos que este procedimento melhor mimetiza a resposta in
vivo. Os grupos foram compostos por: nove pacientes no grupo TB, trés no grupo
HELM, trés no grupo TB+HELM e, dez individuos no grupo PPD positivo (controle).
No experimento de dosagem de citocinas e quimiocinas, o grupo PPD negativo nao
estad presente, por ter sido incluido apds o término das culturas. Finalizadas as
culturas, ndo havia antigenos para realizar tal procedimento com estes novos

participantes.
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Neste procedimento, foram avaliadas as citocinas e quimiocinas que se seguem: IL-
12, TNF-o, IL-10, IL-6, IL-1B, CXCL-10/IP-10, CCL-2/MCP-1, CXCL-9/MIG, CCL-
5/RANTES e CXCL-8/IL-8 (tabelas 8 e 9, no anexo 5). Nao foi observada diferenca
significativa entre os resultados obtidos nos dias zero (baseline) e trés dias (3d) de
cultura, tanto nos poc¢os estimulados (Ag MTB) quanto nos sem estimulo (9)
antigénico. Portanto, os resultados apresentados baseiam-se nas culturas com 24
horas de estimulacéo (Figuras 20-29). Os graficos apresentam as médias e erros-

padréo de cada citocina e quimiocina, em seus devidos grupos.

A IL-12, citocina do tipo Th-1, obtida na auséncia de estimulo, foi produzida em
baixas concentracdes, quase indetectaveis, mesmo quando estimulada por
antigenos soluveis de MTB (Figura 20). Quando estimulada, essa citocina mostrou
uma tendéncia a menor concentracao entre os individuos dos grupos infectados por

vermes (TB+HELM e HELM) quando comparados ao grupo TB.

A citocina IL-10, no entanto, apresentou um aumento mais expressivo em sua
concentragdo nos sobrenadantes de cultura, visto que, foram encontradas
diferencas estatisticamente, significativas entre os grupos PPD+ e TB (p=0,02) e,
PPD+ e TB+HELM (p=0,02) quando na presenca de estimulo antigénico (Figura 21).
A existéncia de correlacdo negativa (r=-0,47) entre IL-10 e IL-12 no grupo
TB+HELM, nao foi observada nos demais grupos. Esta correlagcdo sugere que o
aumento de IL-10 induza a reducgdo de IL-12, possivelmente, porque IL-10 é uma

citocina inibitéria de células produtoras de IL-12.
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Figura 20 - Representagdo da produgéo de IL-12p70, em pg/mL, nos individuos do grupo controle
— CTRL (n= 10), grupo TB (n= 9), grupo TB+HELM (n= 3) e grupo HELM (n= 3). As barras
representam as médias e erros-padréo da diferenca entre estimulo com antigenos de MTB e ndo
estimulo (). Valores de p ndo foram estatisticamente significantes.
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Figura 21 - Representacado da producdo de IL-10, em pg/mL, nos individuos do grupo controle
— CTRL (n= 10), grupo TB (n=9), grupo TB+HELM (n= 3) e grupo HELM (n= 3 As barras

representam as médias e erros-padréo da diferenca entre estimulo com antigenos de MTB e

ndo estimulo (@). Valor significativo de p: * p<0,05.
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A producdo de TNF-a (Figura 22) esteve aumentada nos grupos TB (p=0,03) e

TB+HELM (p=0,01) quando comparados ao grupo PPD+. O grupo TB também

apresentou maior producéo de TNF-a que o grupo TB+HELM (p=0,02).
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Figura 22 - Representacgdo da producao de TNF-a, em pg/mL, nos individuos do grupo controle —
CTRL (n= 10), grupo TB (n= 9), grupo TB+HELM (n= 3) e grupo HELM (n= 3). As barras
representam as médias e erros-padréo da diferenca entre estimulo com antigenos de MTB e ndo

estimulo (). Valor significativo de p: * p<0,05.
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Quando as culturas foram estimuladas com antigenos de MTB, as citocinas IL-6 e IL-
18, tiveram aumento de concentracdo no sobrenadante, porém, este aumento so6 foi
estatisticamente significativo para a citocina IL-6 (Figura 23). A concentracao de IL-6,
guando comparados ao controle, foi significativamente maior nos grupos TB
(p=0,04) e TB+HELM (p=0,02). Dentre os grupos analisados, o grupo HELM foi o
gue apresentou maior concentracdo de IL-6, a qual proporcionou significancia
estatistica em relacdo ao grupo TB (p= 0,005). Como observado na figura 24, a

citocina IL-1p tende a um comportamento semelhante a citocina TNF-a.
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Figura 23 - Representacéo da producéo de IL-6, em pg/mL, nos individuos do grupo controle —
CTRL (n= 10), grupo TB (n= 9), grupo TB+HELM (n= 3) e grupo HELM (n= 3). As barras
representam as médias e erros-padrdo da diferenca entre estimulo com antigenos de MTB e
ndo estimulo (). Valor significativo de p: * p<0,05 e ** p<0,01.
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Figura 24 - Representacdo da producdo de IL-13, em pg/mL, nos individuos do grupo controle —
CTRL (n= 10), grupo TB (n= 9), grupo TB+HELM (n= 3) e grupo HELM (n= 3). As barras
representam as médias e erros-padrao da diferenca entre estimulo com antigenos de MTB e nao
estimulo (). Valores de p nao foram estatisticamente significantes.

Quanto as quimiocinas, os resultados obtidos para CXCL-8, CXCL-9, CXCL-10 e
CCL-5 nao foram estatisticamente significantes, em relacdo a qualquer grupo
analisado, porém, algumas tendéncias foram observadas e, portanto, serao
comentadas neste texto.

CXCL-8/IL-8 apresentou maior producéo tanto no grupo TB, quanto no grupo HELM,
ao passo que, no grupo TB+HELM, observamos reducdo em sua concentracéo
guando comparados ao controle PPD+ (Figura 25).
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Figura 25 - Representa¢éo da producgéo da quimiocina CXCL-8/IL-8, em pg/mL, nos individuos
do grupo controle — CTRL (n= 10), grupo TB (n=9), grupo TB+HELM (n= 3) e grupo HELM (n=
3). As barras representam as médias e erros-padréo da raz&o entre estimulo com antigenos de
MTB e ndo estimulo (). Valores de p ndo foram estatisticamente significantes. Quimiocina

dosada pelo kit CBA inflammation. Quimiocina dosada através do kit CBA inflammation.
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A analise da quimiocina CXCL-10/IP-10 (Figura 26) revelou que, ap0s o estimulo
com antigenos de MTB, os individuos portadores de infec¢des helminticas e/ou TB
(TB, TB+HELM e HELM) apresentaram aumento na producdo desta molécula em
relacéo ao grupo PPD+.
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Figura 26 - Representacéo da produgdo da quimiocina CXCL-10/IP-10, em pg/mL, nos individuos
do grupo controle — CTRL (n= 10), grupo TB (n=9), grupo TB+HELM (n= 3) e grupo HELM (n= 3).
As barras representam as médias e erros-padrao da razao entre estimulo com antigenos de MTB e
ndo estimulo (). Valores de p ndo foram estatisticamente significantes. Quimiocina dosada

através do kit CBA chemokine.

Curiosamente, apés estimulacdo antigénica, a quimiocina CXCL-9/MIG (Figura 27)
nao foi detectada nos sobrenadantes de cultura dos grupos infectados por helmintos
(TB+HELM e HELM) e no grupo controle, sendo apenas detectada em baixa
concentracdo no grupo TB. Mesmo nédo sendo significante, a pequena producao de
CXCL-9/MIG no grupo TB, mostra a influéncia da citocina IFN-y neste grupo, o que
nao é possivel de ser observada nos demais grupos. A mesma influéncia pode ser
sugerida para CXCL-10 nos grupos infectados por MTB (principalmente o grupo TB),
visto que ambas quimiocinas sdo induzidas por IFN-y (ROLLINS, 1997; SAUTY et
al., 1999).
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Figura 27- Representacdo da producao da quimiocina CXCL-9/MIG, em pg/mL, nos individuos do
grupo controle — CTRL (n= 10), grupo TB (n=9), grupo TB+HELM (n= 3) e grupo HELM (n= 3). As
barras representam as médias e erros-padrao da razéo entre estimulo com antigenos de MTB e nao
estimulo (). Valores de p néo foram estatisticamente significantes. Quimiocina dosada através do

kit CBA chemokine.

A producdo da quimiocina CCL5/RANTES, apos estimulacdo com antigenos de
MTB, foi reduzida ou inexistiu nos grupos TB (p=0,46) e TB+HELM (p=0,65),
respectivamente, quando comparados ao grupo controle (Figura 28). O grupo HELM
(p=0,24, em relacdo ao grupo TB) apresentou uma expressdo praticamente

semelhante a observada para o grupo PPD+.
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Figura 28 - Representa¢éo da producdo da quimiocina CCL-5/RANTES, em pg/mL, nos individuos do
grupo controle — CTRL (n= 10), grupo TB (n= 9), grupo TB+HELM (n= 3) e grupo HELM (n= 3). As

barras representam as médias e erros-padrdo da razao entre estimulo com antigenos de MTB e néo

estimulo (). Valores de p ndo foram estatisticamente significantes. Quimiocina dosada através do kit
CBA chemokine.
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A quimiocina CCL2/MCP-1 (Figura 29), apresentou redugédo em sua producao no
grupo TB (p=0,01), quando comparada ao grupo controle. No que se refere ao grupo
TB+HELM, n&o houve alteracdo relevante em relagdo ao grupo PPD+ ou aos
demais, podendo apenas observar uma tendéncia a reducdo, que foi menos
expressiva que a observada no grupo TB. No entanto, a producdo de CCL2/MCP-1

pelo grupo HELM (p=0,02) revelou-se aumentada quando relacionada ao grupo TB.

Cabe salientar, que a maioria dos resultados apresentados nao foi estatisticamente
significante, contudo, mostram tendéncias em virtude da estimulacdo com antigenos
de MTB. Esta auséncia de resultados significativos pode ser explicada pelo pequeno

namero de individuos que compde cada grupo.
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Figura 29- Representacdo da producdo da quimiocina CCL-2/MCP-1, em pg/mL, nos individuos
do grupo controle — CTRL (n= 10), grupo TB (n= 9), grupo TB+HELM (n= 3) e grupo HELM (n=
3). As barras representam as médias e erros-padrao da razdo entre estimulo com antigenos de
MTB e néo estimulo (&). Quimiocina dosada através do kit CBA chemokine. Valores de p < 0,05

(*) foram estatisticamente significantes.



Discussao




79

6. DISCUSSAO

Neste estudo o pequeno numero de individuos que compdem cada grupo,
especialmente, o grupo TB+HELM (apenas 3 pacientes), tornam reduzida a forca
estatistica de nossos dados. A dificuldade de conseguir voluntarios para participar
do estudo que apresentassem helmintos intestinais foi muito grande. Muitos
voluntarios ndo aceitavam participar quando eram informados da necessidade de
coleta de amostras de fezes e sangue. No entanto, pretendemos aumentar nossa
amostra para confirmar ou ndo nossos resultados, vislumbrando a publicacdo dos

mesmaos.

Optamos por utilizar cultura de sangue total ao invés da cultura com PBMC, nao s6
pela facilidade da técnica, mas por acreditarmos que esta medotologia melhor
representaria a resposta periférica, uma vez que emprega todas as células

sangiineas, bem como os componentes do plasma.

Nosso modelo de estudo investiga o impacto das helmintiases intestinais em
algumas células da resposta inata a tuberculose, utilizando sangue periférico para
este fim. No entanto, esse ndo seria 0 modelo mais apropriado para obter tal
resultado na tuberculose pulmonar, ja que as células do sistema imunitario nos

pulmdes podem apresentar modulacao diferente das células periféricas.

A analise dos hemogramas dos diferentes grupos (tabela 2) ndo mostram, em
relacdo ao numero de leucdcitos totais, mondécitos e eosindéfilos, diferencas
estatisticas significativas entre os grupos. Ja a comparacdo do namero de linfécitos,
mostra diferenca significativa entre os grupos TB e controle (p= 0,003). Cabe
ressaltar que alteracdo no hemograma de pacientes com TB é pouco freqlente,
podendo ocorrer discreta anemia e leucocitose, com linfocitose (LOPES & GROTTO,
2009).

Sabe-se que as DCs, mondcitos e macrofagos sao identificados no grupo monocitico
no hemograma. No entanto, o nimero de DCs, em todos o0s grupos, foi maior na
leitura no gate (regido) de linfécitos (tabela 3), especialmente, para as DCs
plasmacitoides. Esses dados demonstram que grande parte das células dendriticas

estdo contidas no grupo de células contadas como linfécitos.
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Entre todos os grupos avaliados, células dendriticas marcadas com CD11c e CD123
variaram de 0 a 82 células (tabelas 5 e 6 no anexo 5). Resultados das analises
imunofenotipicas, demonstram que DCs mieldides (Lin1'CD11c’HLA-DRY)
apresentaram reducdo numérica, mesmo que ndo significativa nos grupos TB e
HELM, ao passo que as células DCs plasmacitdides (Lin"CD123"HLA-DR")
apresentaram maior concentracdo nos grupos TB+HELM e HELM. O numero total
de células dendriticas, embora ndo estatisticamente significativo, foi maior no grupo
TB+HELM (tabela 3), o que ocorreu para as subpopulacbes (mMDCs e pDCs)
analisadas separadamente.

Nossos resultados, embora ndo apresentem significancia estatistica desejada,
tendem a concordar com os dados da literatura. Estudos mostram que pacientes
com TB ativa exibem uma diminuicdo especifica e significativa do nimero absoluto
de DCs circulantes quando comparados a doadores saudaveis (LICHTNER et al.,
2005). A reducdo desse numero para subpopulacdo plasmacitdide nas formas
pulmonar e extrapulmonar da TB tem sido observada, ao passo que, para DCs
mieldides uma reducdo acentuada ocorre na doenca extrapulmonar (LICHTNER et
al., 2005). Na TB ativa estas células sdo provavelmente mais susceptiveis a

apoptose e a destruicéo periférica (LICHTNER et al., 2005).

Apesar da pequena amostra (apenas dois pacientes), 0 maior numero de DCs e a
maior expressao de DC-SIGN, CD40 e TLR-9 podem resultar num perfil diferente do
grupo TB+HELM. O que nos leva a acreditar na possivel participacdo das células
dendriticas mielGides, expressando DC-SIGN, e de células dendriticas
plasmacitéides, expressando CD123" e CD40", no favorecimento de uma resposta

Th-2 ou na restricdo de uma resposta Th-1.

A participacdo de DCs nesse favorecimento ou restricdo da diferenciacdo dos
linfocitos Th, pode ser explicada, em primeiro lugar, pela existéncia de DCs DC-
SIGN®™ (mDCs), que se ligam ao ManLam (mannosylated LAM) micobacteriano
através do DC-SIGN, bloqueando a maturacdo de DCs induzida por LPS e
provocando aumento da liberacédo da citocina IL-10. Entdo, mDCs, através de DC-
SIGN, podem favorecer a evasdo imune micobacteriana, como também, limitar a
lesdo durante a tuberculose crénica (GEIJTENBEEK et al., 2003).
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Em segundo lugar, DCs que expressam CD40 e CD123 (pDCs), induzem células T
reguladoras (Tregs) produtoras de IL-10, citocina inibidora da resposta Th-1. Células
dendriticas também contribuem para o controle funcional de células Tregs, ao dar
suporte a expansao de Tregs funcionais de maneira antigeno-especifica ou pelo fato
de DCs imaturas, seletivamente, induzirem essas células (YAMAZAKI et al., 2003;
MAHNKE et al., 2003). As células Tregs atuam diretamente nas células Th-1
ativadas, inibindo sua proliferacdo antigeno-especifica, assim como na producéo de
citocinas dependente de contato celular (MAHNKE et al., 2003).

Na andlise da expressao de marcadores de coestimulacédo e de reconhecimento em
DCs, observamos grande quantidade de células com baixa a moderada expressao
de moléculas de reconhecimento e coestimulatorias, indicando que as mesmas
podem nédo apresentar perfil de células ativadas/maduras (tabelas 5 e 6 no anexo 5).
Estas células seriam capazes de apresentar modulacdo cruzada, visto que em sua
maioria sdo células imaturas. Esses resultados foram observados na maioria das

DCs presentes nos grupos infectados.

No entanto, um fendtipo imaturo ou de maturacdo intermediaria, pode ser também
reflexo do tipo de estimulo micobacteriano. Produtos micobacterianos, como o
ManLAM, podem induzir tais fendtipos que comprometem a resposta protetora
contra o MTB, pois DCs perdem a capacidade fagocitica, tornam-se sensiveis a lise
por células NK, reduzem a expressao de receptores de quimiocinas para migracao
aos linfonodos, e consequentemente, prejudicam a resposta T MTB-especifica
(DULPHY et al., 2007).

Apesar de ndo estatisticamente significantes, foi possivel observar pequena
maturacdo ou diferenciacdo em alguns representantes desse grupo celular,
conforme observacao da expressédo de CD86 e CD40 no grupo TB+HELM (Figuras 7
e 8). Além do mais, receptores indutores da resposta Th-1 (TLR-2, TLR-4; Figuras
10 e 11) estdo reduzidos em células dendriticas do grupo TB+HELM, o que resulta
em DCs fracas na inducdo de Th-1, capazes de induzir resposta Th-2 ou mesmo

restringir a resposta Th-1.

DCs efetoras (expressando quantidade maior de moléculas de coestimulacédo) foram

pouco observadas no estudo (apenas grupo TB+HELM). Estas células sé&o
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resistentes a mudanca na diferenciacdo por estimulos variados e quando
estimuladas por outros antigenos, estas ndo estdo sujeitas a subsequente
modulacdo cruzada com outro antigeno que tenha capacidade de estimula-las (DE
JONG, et al., 2002). Nossa observacdo leva-nos a hipotetizar, que células
dendriticas que se tornam efetoras na presenca de helmintos ndo podem sofrer
modulacdo cruzada num contato com outros tipos de antigenos, inclusive antigenos
do MTB, o que induziria uma resposta do tipo Th-2 no grupo TB+HELM. A presenca
de DCs efetoras vai de encontro aos achados de outros pesquisadores no qual, na
infeccdo por MTB, DCs do sangue periférico expressam altos niveis de moléculas
coestimulatérias e de adesdo (BANCHEREAU & STEINMAN, 1998; GIACOMINI et
al., 2001).

A andlise quantitativa de mondcitos/macrofagos foi obtida em citdbmetro de fluxo
utilizando apenas o gate para mondcitos. Na citometria, embora n&o significante, o
numero de mondocitos/macrofagos esteve aumentado nos grupos sé6 com TB, e

principalmente, no grupo TB+HELM (tabela 3).

A expressao de TLR-2, TLR-4 e DC-SIGN, pode definir dois tipos de macréfagos: M1
(TLR-2 e TLR-4) indutor da resposta Th-1 e M2 (DC-SIGN), que induz a resposta Th-
2 (VEGA &CORBI, 2006). Mesmo no sendo estatisticamente significativo, no grupo
TB, 0 niumero aumentado de macrofagos e a maior expressao de TLR-2 e TLR-4
indicam predominio de M1. No grupo TB+HELM, a maior expressdao de DC-SIGN
(CD209) em macroéfagos, indica que eles tendem para M2. Tais macréfagos estariam
relacionados com a resposta Th-2 ou com o desvio de resposta Th-1 no grupo
TB+HELM.

DC-SIGN é um receptor presente em DCs e macrofagos, capaz de suprimir a
resposta de DCs, levando a ativacdo de células T reguladoras ou Th-2
(GEIJTENBEEK et al., 2003; BERGMAN et al., 2004), como também, a inducédo da
producédo de IL-10 (GEIJTENBEEK et al., 2003). Este receptor de reconhecimento
expresso em DCs (tipo 2) e macréfagos M2 (TAILLEUX et al., 2003) pode indicar um
desvio de resposta Th-2 (VEGA & CORBI, 2006). O menor nimero de macréfagos
M1 no grupo TB+HELM pode ter ocorrido devido a presenca de DC2s, diferenciadas

e ativadas por antigenos de vermes presentes nos individuos desse grupo. Estas
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células promovem a polariza¢do da reposta para o lado Th-2, e consequentemente,
a reducao de macroéfagos do tipo M1 nestes pacientes, diminuindo a possibilidade de
estabelecimento de uma resposta Th-1 (WHELAN et al., 2000).

Para macrofagos, a quantificacdo e caracteristicas fenotipicas ndo foram
representativas. Embora a expressdo nao tenha sido estatisticamente significante
para os marcadores CD40, CD86, CD209, CD16, TLR-2, TLR-4 e TLR-9, houve uma
tendéncia de aumento no grupo TB+HELM, o que pode indicar maturacdo dessas

células neste grupo.

Nossos resultados mostram que os niveis de IL-10 em cultura de sangue total,
estimulada com antigenos de MTB nos grupos TB+HELM (p=0,02) e TB (p=0,02)
apresentaram-se elevados quando comparados ao grupo controle. Ja a citocina IL-
12 ndo apresentou variacao importante entre os grupos. Os niveis mais elevados de
IL-10 no grupo TB+HELM podem estar relacionados a baixa producéo de IL-12. Isso
se sustenta pelo fato do coeficiente de correlacao entre IL-10 e IL-12 nesse grupo ter

sido negativo.

Em nossos experimentos, o aumento na producdo de IL-10 foi provavelmente
especifico para os antigenos sollveis totais do MTB, visto que macréfagos em
cultura ndo estimulados ou estimulados com PPD produzem IL-10 em baixas
concentracbes (BONECINI-ALMEIDA et al., 1998). Além do mais, na infeccdo
experimental de células THP1, por H37Ra (fonte do antigeno utilizado) e H37Rv, ha
producédo de niveis elevados de IL-10 no sobrenadante de cultura (SHARMA et al.,
2003). Adicionalmente, niveis aumentados de IL-10, bem como TNF-o, foram

detectados em pacientes com TB pulmonar (revisado por SHARMA et al., 2003).

A baixa producao de IL-12 apds estimulo com antigenos soluveis de MTB em nosso
estudo, vai ao encontro dos niveis de IL-12 produzidos em cultura de células THP1
infectada com MTB (FLESCH et al., 1995). Possiveis explicacdes para a pequena
producdo de IL-12 ap6s estimulo com MTB ou seus produtos, sdo: a) o MTB
sozinho, pode n&o induzir quantidade suficiente de IL-12, como registrado em
células THP1,; b) a possivel presenca de fatores antagonicos a IL-12, tais como IL-10

ou IL-4, os quais contrapdem a acéo de IL-12; c) ou ainda, que a producéo de IL-12
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seja dose dependente, portanto, necessitaria de uma maior concentracdo de
antigenos (FLESCH et al., 1995; SHARMA et al., 2003).

Noutro sentido, alguns pesquisadores, relataram niveis elevados de IL-10 e IL-12p40
em sobrenadantes tanto de cultura de macro6fagos infectados com MTB da cepa
H37Ra, quanto de coculturas de macréfagos e linfocitos do sangue periférico
estimulados com lisado de MTB/IFN-y. J& IL-12p70 foi obtida em nivel extremamente
baixo quando testada nas mesmas condi¢cdes (BONECINI-ALMEIDA et al., 1998).
Nossos dados estdo de acordo com o observado por Bonecini-Almeida e
colaboradores (1998), que acreditam que o homodimero IL-12p40 atue como
antagonista de IL-12p70, por bloquear o receptor IL-12R. Wong e colaboradores
(2007) sugerem os niveis de IL-10 e IL-12 observados in vitro estéo ligados ao tipo
de cepa que estimula a cultura e, nos nossos experimentos, o antigeno foi originado

de uma cepa avirulenta.

Observamos maior producdo de TNF-a nos grupos TB e TB+HELM (p<0,05) nas
culturas estimuladas com antigenos da cepa avirulenta H37Ra. E sabido TNF-a
apresenta papel importante na infeccéo pelo MTB. O efeito bacteriostatico mediado
por TNF-a, em macrofagos murinos infectados com H37Ra, esta associado ao
aumento de expressao de citocinas tipo Th-1 e quimiocinas (FREEMAN et al., 2006).
E licito admitir que a menor producdo de TNF-a no grupo TB+HELM, pode advir da

presenca de helmintos, resultando em menor efeito bacteriostatico nesse grupo.

Quanto a IL-1p, observamos um aumento nos grupos TB e TB+HELM, mesmo que
nao significativo. Esta citocina tem sua producdo estimulada por componentes da
parede celular e proteinas do MTB (SHARMA et al., 2003), cujo aumento esta
associado a maior producdo de IL-6 e TNF-a, que estdo significativamente
aumentados nos grupos TB e TB+HELM (Figuras 22-23). Por outro lado, IL-1 pode
estar relacionada com a inibicdo da maturacdo de células dendriticas (MAKINO et
al., 2006), observada no grupo TB+HELM.

Houve aumento significativo de IL-6 nos grupos TB, TB+HELM e HELM. No entanto,
0 grupo TB+HELM foi o que apresentou menor aumento em relacdo ao grupo

controle. Uma possivel explicacdo para o0 menor aumento de IL-6 nesse grupo € o
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fato da resposta Th-2 originada pela presenca do helminto poder modular a resposta
Th-1 induzida pelo MTB. Em um modelo de infecgdgo com S. mansoni em
camundongos CBA/J, observa-se grande producdo de IL-17, IFN-y e IL-6, que €
fortemente reduzida em animais previamente infectados com Heligmosomoides
polygyrus, sendo uma forte evidéncia de resposta Th-2 (BAZZONE et al., 2008).
Esses autores admitem que no modelo estudado, o aumento de células Tregs
(FoxP3") e macrofagos M2 observados, podem ser responsaveis pela redugdo de
citocinas Th-1, e também, IL-6.

Embora néo significativa, a produgcéo da quimiocina CXCL-8 mostrou-se aumentada
no grupo TB e no grupo HELM, e reduzida no grupo TB+HELM. A presenca de
helmintos intestinais com resposta Th-2 no grupo TB+HELM, pode justificar a menor
producédo de CXCL-8 nesse grupo, ja que citocinas Th-2 podem modular a producao
de quimiocinas CXC, como demonstrado em células epiteliais humanas infectadas
com BCG. Nesse experimento foi demonstrado que a expressao do gene e a
secrecdo de CXCL-8 foram reduzidas na presenca de IL-4 (Méndez-Samperio,
Miranda & Vazquez, 2006).

Nossos resultados demonstram que CCL-2 apds estimulo micobacteriano,
apresentou concentracdo significantemente reduzida nos grupos TB (p=0,01) e
TB+HELM, quando comparados com o grupo controle. Houve maior producéo de
CCL-2, com diferenca significativa em relagdo ao grupo TB (p=0,02). Como
mencionado, houve reducao de CCL-2 no grupo TB+HELM, no entanto, os niveis de
CCL-2 nesse grupo foram maiores (embora néo significativos) do que no grupo TB.
Isso pode indicar que a resposta Th-2 induzida por helmintos esteja atuando, ainda
gue em menor intensidade, sobre a resposta Th-1 induzida pelo MTB. Em ambiente
com participacdo Th-2, pode haver maior facilidade de atuacdo de macrofagos M2,
menos capazes de matar/conter o MTB (MENDEZ-SAMPERIO, 2008).

Os resultados da avaliacdo de CCL-5 sdo de dificil interpretacdo. No grupo TB a
reducdo observada nao € significativa. Entretanto, trabalhos nos quais CCL-5 foi
dosada no lavado broncoalveolar ou em sangue periférico de pacientes com TB,
relatam aumento dessa quimiocina (KURASHIMA et al., 1997; POKKALI & DAS,

2009). Quanto ao grupo TB+HELM (apenas trés pacientes), a quimiocina CCL-5 néo
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foi detectada. Tornando dificil pelo pequeno niamero de individuos, e também, pelo
resultado da dosagem, especular se a helmintiase tem ou ndo impacto na producgéo
de CCL-5.

De forma semelhante ao observado para CCL-5, a avaliacdo de CXCL-9 e de CXCL-
10 tem dificil interpretacdo, uma vez que ndo houve diferenca entre 0s grupos,
sendo que CXCL-9 nédo foi detectada nos grupos estudados. Nao ha explicacdo
plausivel para nossos resultados, ja que na literatura relata-se aumento dessas
guimiocinas em pacientes com TB (SAUTY et al., 1999; WALRATH et al., 2005).

Nossos resultados para CXCL-10/IP-10 mostram niveis aumentados em todos os
grupos, especialmente, o grupo HELM. Isso impossibilita qualquer especulacdo a

cerca da influéncia dessa quimiocina na associacdo TB e helmintiases intestinais.

Em resumo, as observacbes aqui relatadas, ainda que em numero pequeno de
casos, podem sugerir que no paciente com TB+HELM haja uma reducédo da
capacidade de células dendriticas e de macréfagos em apresentarem antigenos que
promovam uma resposta Th-1. De fato as células dendriticas no grupo TB+HELM
tem uma tendéncia ao fendtipo de células imaturas, enquanto macréfagos
apresentam fendtipo mais préximo de macréfagos M2. Pode-se inferir também, que
a capacidade microbicida de macrofagos esta reduzida, ja que ha uma tendéncia ao
predominio de macrofagos M2. Quanto a producao de citocinas e quimiocinas, como
ja discutido, é dificil interpretar/comparar uma vez que o grupo TB+HELM é bastante

reduzido.
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7. CONCLUSAO

A andlise de células dendriticas e macréfagos circulantes, e a avaliagdo de citocinas
(IL-12, IL-10, TNF-o., IL-6 e IL-1B) e quimiocinas (CXCL-8, CXCL-9, CXCL-10, CCL-2

e CCL-5) ap6s estimulo com antigenos soluveis de MTB em pacientes com

TB+HELM, nos permite concluir que:

a) A maioria das células dendriticas apresentava fenétipo de células imaturas.

Entre as células com fendtipo de células maduras, existiam células mDC DC-
SIGN®" e pDC CD123'CD40", fenotipos compativeis com DCs maduras
indutoras de resposta Th-2.

b) A maior parte dos macrofagos avaliados estava ativada e expressava DC-

SIGN, fenotipo compativel com macrofagos M2.

c) A producao de citocinas mostrou-se significativamente maior para IL-10, TNF-

d)

o e IL-6. Para IL-1p houve uma tendéncia ao aumento e 0s niveis de IL-12

permaneceram semelhantes ao grupo controle.

Reducéo significante da producdo de CCL-2, tendéncia a menor producao de
CXCL-8 e aumento ndo significativo de CXCL-10 foram observados. As

guimiocinas CXCL-9 e CCL-5 néo foram detectadas.

Embora o numero de casos estudados ndo permita uma afirmacao
conclusiva, as observacdes admitem a possibilidade de que a infeccdo com
helmintos intestinais em pacientes com tuberculose possa estar interferindo

na resposta Th-1 aos antigenos de MTB.
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8. PERSPECTIVAS

Na finalizacao deste trabalho foi possivel visualizar o quéo importante € continua-lo e

incrementé-lo. Por isso, temos como perspectivas prosseguir com este projeto para:

e Aumentar a amostragem, principalmente, do grupo TB+HELM.

e Acrescentar o estimulo com antigenos de Ascaris lumbricoides nas culturas

de sangue total com e sem antigenos de MTB.

e Utilizar antigenos de MTB de cepa avirulenta (H37Ra) e de cepa virulenta
(H37Rv), separadamente.

e Realizar além das culturas de sangue total, culturas de células dendriticas e
de macrofagos para dosagem de citocinas e quimiocinas (em todos os tipos

de culturas).

e Realizar infeccéo de culturas de sangue total com as cepas H37Ra e H37Rv
em individuos TB, TB+HELM, HELM (PPD+ e PPD-) e controles (PPD+ e
PPD-).

e Fazer as marcacdes celulares antes e depois dos cultivos, realizando
marcacoes intracelulares para IL-12 e IL-10, especialmente, para identificar

guais células estéao produzindo.

Acreditamos que estes apontamentos sejam necessarios para um melhor
entendimento do impacto da presenca de helmintos intestinais, na resposta imune

inata, em pacientes com tuberculose pulmonar.



Referéncias Bibliograficas




©

92

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BANCHEREAU, J. & STEINMAN, R. M. (1998). Dendritic cells and the control of
immunity. Nature, 392(6673):245-52.

. BAZZONE, L. E., SMITH, P. M., RUTITZKY, L. I., SHAINHEIT, M. G., URBAN, J.

F., SETIAWAN, T., BLUM, A. M., WEINSTOCK, J. V., STADECKER, M.J. (2008).
Coinfection with the intestinal nematode Heligmosomoides polygyrus markedly
reduces hepatic egg-induced immunopathology and proinflammatory cytokines in
mouse models of severe schistosomiasis. Infect Immun., 76(11):5164-72.

BENTWICH, Z., WEISMAN, Z., MOROZ, C., BAR-YEHUDA, S. &
KALINKOVICH, A. (1996). Immune dysregulation in Ethiopian immigrants in
Israel: relevance to helminth infections? Clin Exp Immunol., 103(2):239-43.

BENTWICH, Z., KALINKOVICH, A., WEISMAN, Z., BORKOV, G., & BEYERS, N.
(1999). Can eradication of helminthic infections change the face of AIDS and

tuberculosis? Immunology Today, 20(11):485-7.

BERGMAN, M. P., ENGERING, A., SMITS, H. H., VAN VLIET, S. J., VAN
BODEGRAVEN, A. A., WIRTH, H. P., et al. (2004). Helicobacter pylori modulates
the T helper cell 1/T helper cell 2 balance through phase-variable interaction
between lipopolysaccharide and DC-SIGN. Journal of Experimental Medicine,
200(8):979-90.

BERRINGTON, W. R. & HAWN, T. R. (2007). Mycobacterium tuberculosis,
macrophages, and the innate immune response: does common variation matter?

Immunological Reviews, 219:167-186.

BETHONY, J., BROOKER, S., ALBONICO, M., GEIGER, S., LOUKAS, A,
DIEMERT, D., et al. (2006). Soil-transmitted helminth infections: ascariasis,
trichuriasis, and hookworm. Lancet, 367(9521):1521-32.

BHATT, K. & SALGAME, P. (2007). Host innate immune response to

Mycobacterium tuberculosis. Journal of Clinical Immunology, 27(4):347-62.



93

9. BLOOM, .BR. & MURRAY, C.J. (1992). Tuberculosis: commentary on a
reemergent killer. Science, 257(5073):1055-64.

10.BONECINI-ALMEIDA, M. G., CHITALE, S., BOUTSIKAKIS, I., GENG, J., DOO,
H., HE, S., et al. (1998). Induction of in vitro human macrophage anti-
Mycobacterium tuberculosis activity: Requirement for IFN-y and primed

lymphocytes. Journal of Immunology, 160:4490-4499.

11.BOONSTRA, A., ASSELIN-PATUREL, C., GILLIET, M., CRAIN, C., TRINCHIERI,
G., LIU, Y., et al. (2003). Flexibility of mouse classical and plasmacytoid-derived
dendritic cells in directing T helper type 1 and 2 cell development: dependency on
antigen dose and differential toll-like receptor ligation. The Journal of experimental
Medicine, 197(1): 101-109.

12. BORING, L., GOSLING, J., CHENSUE, S. W., KUNKEL, S. L., FARESE, R. V.,
et al. (1997). Impaired monocyte migration and reduced type 1 (Th1) cytokine
responses in C-C chemokine receptor 2 knockout mice. J. Clin. Investig.
100:2552-2561.

13.BORKOW, G., LENG, Q., WEISMAN, Z., STEIN, M., GALAI, N., KALINKOVICH,
A., et al. (2000). Chronic immune activation associated with intestinal helminth
infections results in impaired signal transduction and anergy. J Clin Invest.,
106(8):1053-60.

14.BORKOW, G. & BENTWICH, Z. (2004). Chronic immune activation associated
with chronic helminthic and human immunodeficiency virus infections: role of

hyporesponsiveness and anergy. Clin Microbiol Rev., 17(4):1012-30.

15.BRADLEY, J.E & JACKSON, J.A. (2004). Immunity, immunoregulation and the

ecology of trichuriasis and ascariasis. Parasite Immunol., 26(11-12):429-41.

16.BRENNAN P. J, NIKAIDO H. (1995). The envelope of mycobacteria. Annu Rev
Biochem., 64:29-63.

17.BROWN, M., MIIRO, G., NKURUNZIZA, P., WATERA, C., & QUIGLEY, M. A.

(2006). Schistosoma mansoni, nematode infections, and progression to active



94

tuberculosis among HIV-1-infected Ugandans. Am J Trop Med Hyg , 74(5):819-
25.

18.BUNDY, D., SHER, A., & MICHAEL, E. (2000). Good Worms or Bad Worms? Do
worm Infections Affect the Epidemiological Patterns of Other Diseases?
Parasitology Today, 16:273-274.

19. CHENSUE, S. W., WARMINGTON, K. S., ALLENSPACH, E. J., LU, B,
GERARD, C., KUNKEL, S. L., & LUKACS, N. W. (1999). Differential expression
and cross-regulatory function of RANTES during mycobacterial (type 1) and
schistosomal (type 2) antigen-elicited granulomatous inflammation. J. Immunol.
163:165-173.

20.CONCHEDDA, M., BORTOLETTI, G., GABRIELE, F., WAKELIN, D., & PALMAS,
C. (1997). Immune response to the cestode Hymenolepis nana: cytokine
production during infection with eggs or cysts. Int Journal Parasitol., 27(3):321-7.

21.COOPER, A., KIPNIS, A., TURNER, J., MAGRAM, J., & FERRANTE, J. A.
(2002a). Mice lacking bioactive IL-12 can generate protective, antigen-specific
cellular responses to mycobacterial infection only if the IL-12p40 subunit is

present. Journal of Immunology, 168(3):1322-7.

22.COOPER, P., CHICO, M., SANDOVAL, C., ESPINEL, I.,, & GUEVARA, A.
(2000b). Human infection with Ascaris lumbricoides is associated with a polarized

cytokine response. Journal Infect Dis, 182(4):1207-13.

23.DE JONG, E. C., VIEIRA, P. L., KALINSKI, P., SCHUITEMAKER, J. H., TANAKA,
Y., WIERENGA, E. A,, et al. (2002). Microbial compounds selectively induce Thl
cell-promoting or Th2 cell-promoting dendritic cells in vitro with diverse Th cell-

polarizing signals. Journal of Immunology, 168 (4):1704-1709.

24.DIETZE, R., HADAD, D. J., PEREIRA, F. E. L. & RIBEIRO-RODRIGUES, R.
(2009). In ROCHA, M. O. C., PEDROSO, E. R. P. Fundamentos em Infectologia.
Ed. RuBio.



95

25.DINIZ, L., ZANDONADE, E., DIETZE, R., PEREIRA, F. E. L. & RIBEIRO-
RODRIGUES, R. (2001). Short report: do intestinal nematodes increase the risk
for multibacillary leprosy? Am J Trop Med Hyg , 65(6):852-4.

26.DUCATI, G. G., RUFFINO-NETTO, A., & BASSO, L. A. (2006). The resumption of
consumption - A review on tuberculosis. Mem Inst Oswaldo Cruz, 101(7): 697-
714.

27. DULPHY N, HERRMANN JL, NIGOU J, REA D, BOISSEL N, PUZO G,
CHARRON D, LAGRANGE PH,TOUBERT A. (2007). Intermediate maturation of
Mycobacterium tuberculosis LAM-activated human dendritic cells. Cell Microbiol.,
9(6):1412-25.

28.ELIAS, D., WOLDAY, D., AKUFFO, H., PETROS, B., BRONNER, U., &
BRITTON, S. (2001). Effect of deworming on human T cell responses to
mycobacterial antigens in helminth-exposed individuals before and after bacilli
Calmette-Guérin (BCG) vaccination. Clin Exp Immunol, 123(2):219-25.

29.ELIAS, D; AKUFFO, H & BRITTON, S. (2006). Helminthes could influence the

outcome of vaccines against TB in the tropics. Parasite Immunology, 28:507-513.

30.ELIAS, D., MENGISTU, G., AKUFFO, H., & BRITTON, S. (2006). Are intestinal
helminths risk factors for developing active tuberculosis? Trop Med Int Health,
11(4):551-8.

31.ELIAS D, BRITTON S, ASEFFA A, ENGERS H, AKUFFO H. (2008). Poor
immunogenicity of BCG in helminth infected population is associated with
increased in vitro TGF-beta production. Vaccine, 26(31):3897-902.

32.ERNST, J. D. (1998). Macrophage receptors for Mycobacterium tuberculosis.
Infection and Immunity, 66(4):1277-81.

33.FIGDOR, C., VAN KOOYK, Y., & ADEMA, G. (2002). C-type lectin receptors on

dendritic cells and Langerhans cells. Nature Review Immunology, 2(2):77-84.

34.FLESCH, I. E., HESS, J. H.,, HUANG, S., AGUET, M., ROTHE, J.,
BLUETHMANN, H., et al. (1995). Early interleukin 12 production by macrophages



96

In response to mycobacterial infection depends on interferon gamma and tumor

necrosis factor alpha. Journal Experimental Medicine, 181:1615-1621.

35.FLYNN, J. L. & CHAN, J. (2001). Immunology of tuberculosis. Annu Rev Immun,
19:93-129.

36.FREEMAN, S., POST, F. A., BEKKER, L., HARBACHEUSKI, R., STEYN, L. M.,
RYFFEL, B., et al. (2006). Mycobacterium tuberculosis H37Ra and H37Rv
Differential Growth and Cytokine/Chemokine Induction in Murine Macrophages In
Vitro. Journal of Interferon & Cytokine Research. , 26(1): 27-33.
doi:10.1089/jir.2006.26.

37.GATELY, M. K., RENZETTI, L. M., MAGRAM, J., STERN, A. S., ADORINI, L.,
GUBLER, U., et al. (1998). The interleukin-12/interleukin-12-receptor system: role

in normal and pathologic immune responses. Annu Rev Immunol., 16:495-521.

38.GEIJTENBEEK, T., KWON, D. S., TORENSMA, R., & VAN VLIET, S. J. (2000a).
DC-SIGN, a dendritic cell-specific HIV-1-binding protein that enhances trans-
infection of T cells. Cell, 100(5):587-97.

39.GEIJTENBEEK, T., TORENSMA, R., VAN VLIET, S., VAN DUIJNHOVEN, G.,
ADEMA, G., VAN KOOYK, Y., et al. (2000b). Identification of DC-SIGN, a novel
dendritic cell-specific ICAM-3 receptor that supports primary immune responses.
Cell, 100(5):575-85.

40.GEIJTENBEEK, T., VAN VLIET, S., KOPPEL, E., SANCHEZ-HERNANDEZ, M.,
VANDENBROUCKE-GRAULS, C., APPELMELK, B., et al. (2003). Mycobacteria
target DC-SIGN to suppress dendritic cell function. Journal of Experimental
Medicine, 197(1):7-17.

41.GIACOMINI, E., IONA, E., FERRONI, L., MIETTINEN, M., FATTORINI, L.,
OREFICI, G., et al. (2001). Infection of human macrophages and dendritic cells
with Mycobacterium tuberculosis induces a differential cytokine gene expression

that modulates T cell response. The Journal of Immunology, 166:7033-7041.

42.GLICKMAN, M.S & JACOBS, Jr W.R. (2001). Microbial pathogenesis of

Mycobacterium tuberculosis: dawn of a discipline. Cell, 104:477-485.



97

43.HALL, A. & CHAN, M.S. (1994). Intestinal worms: strategies to control disease.
Afr Health, 17(1):23-6.

44 HISAEDA, H., TETSUTANI, K., IMAI, T., MORIYA, C., TU, L.,HAMANO, S., et al.
(2008). Malaria Parasites Require TLR9 Signaling for Immune Evasion by
Activating Regulatory T Cells. The Journal of Immunology, 180: 2496—-2503.

45.HOLSCHER, C., ATKINSON, R., ARENDSE, B., BROWN, N., MYBURGH, E.,
ALBER, G., et al. (2001). A protective and agonistic function of IL-12p40 in
mycobacterial infection. The Journal of Immunology, 167(12):6957-66.

46.HORNUNG, V., ROTHENFUSSER, S., BRITSCH, S., KRUG, A,
JAHRSDORFER, B., GIESE, T., et al. (2002). Quantitative expression of toll-like
receptor 1-10 mRNA in cellular subsets of human peripheral blood mononuclear
cells and sensitivity to CpG oligodeoxynucleotides. J Immunol, 168(9)4531-7.

47.JARLIER, V. & NIKAIDO, H. (1994). Mycobacterial cell wall: structure and role in
natural resistance to antibiotics. FEMS Microbiol Lett., 123(1-2):11-8.

48.KALINKOVICH, A., WEISMAN, Z., GREENBERG, Z., NAHMIAS, J., & EITAN, S.
(1998). Decreased CD4 and increased CD8 counts with T cell activation is

associated with chronic helminth infection. Clin Exp Immunol, 114(3):414-21.

49.KALINSKI, P., SCHUITEMAKER, J., HILKENS, C., & KAPSENBERG, M. (1998).
Prostaglandin E2 induces the final maturation of IL-12-deficient CD1a+CD83+
dendritic cells: the levels of IL-12 are determined during the final dendritic cell
maturation and are resistant to further modulation. The Journal of Immunology,
161(6):2804-9.

50.KALINSKI, P., HILKENS, C., WIERENGA, E., & KAPSENBERG, M. (1999). T-cell
priming by type-1 and type-2 polarized dendritic cells: the concept of a third
signal. Immunol Today, 20(12):561-7.

51.KAUFMANN, S. H.E. & SCHAIBLE, U. E. (2003). A Dangerous Liaison between
Two Major Killers: Mycobacterium tuberculosis and HIV Target Dendritic Cells
through DC-SIGN. J Exp Med, 197(1):1-5.



98

52.KHADER, S. A., PARTIDA-SANCHEZ, S., BELL, G., JELLEY-GIBBS, D. M.,
SWAIN, S., PEARL, J. E., et al. (2006). Interleukin 12p40 is required for dendritic
cell migration and T cell- priming after Mycobacterium tuberculosis infection. The
Journal of Experimental Medicine, 203 (7): 1805-1815.

53. KURASHIMA, K., MUKAIDA, N., FUJIMARA, M., YASUI, M., NAKAZUMI, Y.,
MATSUDA, T. & MATSUSHIMA, K. (1997). Elevated chemokine levels in
bronchoalveolar lavage fluid of tuberculosis patients. Am. J. Respir. Crit. Care
Med. 155:1474-1477.

54.LABIDI, i. A., ESTES, R., DAVID, H., & BOLLON, A. (2001). Mycobacterium

recombinant vaccines. Tunis Med., 79(2):65-81.

55.LICHTNER, M., ROSSI, R., MENGONI, F., VIGNOLI, S., COLACCHIA, B.,
MASSETTI, A. P., et al. (2005). Circulating dendritic cells and interferon-o
production in patients with tuberculosis: correlation with clinical outcome and

treatment response. Clinical and Experimental Immunology, 143:329-337.

56.LOPES, A. C. & GROTTO, H. Z. W. (2009). Série Clinica Médica Ciéncia e Arte:

Interpretacéo clinica do hemograma. Sao Paulo: Editora Atheneu; 160 p, 3:63-78.

57. LU, B., RUTLEDGE, B. J., GU, L., FIORILLO, J., LUKACS, N. W., KUNKEL, S. L.
et al. (1998). Abnormalities in monocyte recruitment and cytokine expression in

monocyte chemoattractant protein 1-deficient mice. J. Exp. Med. 187:601-608.

58.MAHNKE, K., QIAN, Y., KNOP, J. & A. H. ENK, A. H. (2003). Induction of
CD4+CD25+ regulatory T cells by targeting of antigens to immature dendritic
cells. Blood 101:4862—-4869.

59.MAKINO, M., MAEDA, Y., MUKAI, & KAUFMANN, S. H. (2006). Impaired
maturation and function of dendritic cells by mycobacteria through IL-1beta. Eur J.
Immunol., 36(6):1443-52.

60.MARTINO, A. (2008). Mycobacteria and innate cells: critical encounter for
immunogenicity. J. Biosci. , 33:137-144.



99

61.McNEIL, M.R. & BRENNAN, P.J. (1991). Structure, function and biogenesis of the
cell envelope of mycobacteria in relation to bacterial physiology, pathogenesis
and drug resistance; some thoughts and possibilities arising from recent structural
information. Res Microbiol., 142(4):451-63.

62.MEDZHITOV, R. (2007). Recognition of microorganisms and activation of the

immune response. Nature, 449:819-826.

63. MENDEZ-SAMPERIO, P. MIRANDA E. & VAZQUEZ, A. (2006). Expression and
Secretion of CXCL-8 and CXCL-10 From Mycobacterium bovis BCG-Infected
Human Epithelial Cells: Role of IL-4. Mediators Inflamm., 2006(1):67451.

64. MENDEZ-SAMPERIO, P. (2008). Expression and regulation of chemokines in
mycobacterial infection. Journal of Infection, 57: 374-384.

65.NICOD, L. P. (2007). Immunology of tuberculosis. Swiss Medicine Wkly, 137:357-
362.

66.NIGOU, J., ZELLE-RIESER, C., GILLERON, M., THURNHER, M., & and PUZO,
G. (2001). Mannosylated lipoarabinomannans inhibit IL-12 production by human
dendritic cells: evidence for a negative signal delivered through the mannose

receptor. The Journal of Immunology, 166(12):7477-85.

67.NORTH, R. J. & JUNG, Y. (2004). Immunity to tuberculosis. Annual Review
Immunology, 22:599-623.

68.OHASHI, K., BURKART, V., FLOHE, S., & KOLB, H. (2000). Cutting edge: heat
shock protein 60 is a putative endogenous ligand of the toll-like receptor-4

complex. The Journal of Immunology, 164(2):558-61.

69. PARK, S. H. & BENDELAC, A. (2000). CD1-restricted T-cell responses and
microbial infection. Nature 406, 788-792.

70.PARKER, L. C., PRINCE, L. R., & SABROE, 1. (2007). Translational mini-review
series on toll-like receptors: networks regulated by toll-like receptors mediate
innate and adaptative immunity. Clinical and experimental Immunology, 147:199-
207.



100

71. PASQUALOTO, K. F. & FERREIRA, E. I. (2001). An approach for the rational

design of new antituberculosis agents. Curr Drug Targets., 2(4):427-37.

72.PETERS, W., SCOTT, H. M., CHAMBERS, H. F., FLYNN, J. L., CHARO, I. F. &
ERNST, J. D. (2001). Chemokine receptor 2 serves an early and essential role in
resistance to Mycobacterium tuberculosis. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98: 7958—
7963; 128.

73. POKKALI, S., DAS, S. D. (2009). Augmented chemokine levels and chemokine
receptor expression on immune cells during pulmonary tuberculosis. Hum
Immunol., 70(2):110-5.

74.PULENDRAN, B. (2005). Variegation of the Immune Response with Dendritic
Cells and Pathogen Recognition Receptors. Journal of Immunology, 173:2457-
2465.

75.RAJA, A. (2004). Immunology of tuberculosis. Indian Journal Medicine Research,
120:213-232.

76.REINHARDT, R. L., HONG, S., KANG, S., WANG, Z., & LOCKSLEY, R. M.
(2006). Visualization of IL-12/23p40 in vivo reveals immunostimulatory dendritic
cell migrants that promote Th1l differentiation. Journal of Immunology, 177:1618-
1627.

77.RESENDE CO, T., HIRSCH, C. S, TOOSSI, Z., DIETZE, R., & RIBEIRO-
RODRIGUES, R. (2007). Intestinal helminth co-infection has a negative impact on
both anti-Mycobacterium tuberculosis immunity and clinical response to

tuberculosis therapy. Clin Exp Immunol., 147(1):45-52.

78.REY, L. (2008). Parasitologia: Parasitos e Doencas Parasitarias do Homem nos

Tropicos. Editora: Guanabara Koogan 42ed.

79.ROJAS, M., OLIVIER, M., GROS, P., BARRERA, L. F., & GARCIA, L. F. (1999).
TNF-alpha and IL-10 modulate the induction of apoptosis by virulent
Mycobacterium tuberculosis in murine macrophages. The Journal of Immunology,
162(10):6122-31.



101

80. ROLLINS, B. J. (1997). Chemokines. Blood, 90: 909-928.

81. ROMANI, L.; PUCCETTI, P. & BISTONI, F. (1997). Interleukin-12 in infectious
diseases. Clin Microbiol Rev, 10:611-636.

82.ROO0OK, G.A.; DHEDA, K.; ZUMLA, A. (2005). Do successful tuberculosis vaccines
need to be immunoregulatory rather than merely Thl-boosting? Vaccine, 23(17-
18):2115-20.

83.SARTONO, E., KRUIZE, Y., PARTONO, F., KURNIAWAN, A., MAIZELS, R., &
YAZDANBAKHSH, M. (1995). Specific T cell unresponsiveness in human

filariasis: diversity in underlying mechanisms. Parasite Immunol , 17(11):587-94.

84.SAUNDERS, B., FRANK, A., ORME, I., & COOPER, A. M. (2000). Interleukin-6
induces early gamma interferon production in the infected lung but is not required
for generation of specific immunity to Mycobacterium tuberculosis infection.
Infection and Immunity, 68(6):3322-6.

85.SAUTY, A.,, DZIEJMAN, M., TAHA, R. A,, IAROSSI, A. S., NEOTE, K., GARCIA-
ZEPEDA, E. A., HAMID, Q. & LUSTER, A. D. (1999). The T Cell-Specific CXC
chemokines IP-10, Mig, and I-TAC are Expressed by Activated Human Bronchial
Epithelial Cells. The Journal of Immunology, 162: 3549-3558

86.SCHLESINGER, L., BELLINGER-KAWAHARA, C., PAYNE, N., & HORWITZ, M.
(1990). Phagocytosis of Mycobacterium tuberculosis is mediated by human
monocyte complement receptors and complement component C3. The Journal of
Immunology, 144(7):2771-80.

87.SHARMA, M. K., AL-AZEM, A., WOLFE, J., HERSHFIELD, E., & KABANI, A.
(2003). Identification of a predominant isolate of Mycobacterium. BMC Infectious
Diseases, 3:1-10.

88. TAILLEUX, L., SCHWARTZ, O., HERRMANN, J., PIVERT, E., JACKSON, M.,
AMARA, A., et al. (2003). DC-SIGN is the major Mycobacterium tuberculosis
receptor on human dendritic cells. Journal of Experimental Medicine, 197(1):121-
7.



102

89. TAILLEUX, L., PHAM-THI, N., BERGERON-LAFAURIE, A., HERRMANN, J.,
CHARLES, P., SCHWARTZ, O., et al. (2005). DC-SIGN induction in alveolar
macrophages defines privileged target host cells for Mycobacterium in patients
with Tuberculosis. PLOS Medicine, 2(12): 1269-1279.

90. TALAAT, K., BONAWITZ, R., DOMENECH, P., & NUTMAN, T. (2006).
Preexposure to Live Brugia malayi Microfilariae Alters the Innate Response of
Human Dendritic Cells to Mycobacterium tuberculosis. J Infec Dis, 193:196-204.

91. TRINCHIERI, G. (1995). Interleukin-12: a proinflammatory cytokine with
immunoregulatory functions that bridge innate resistance and antigen-specific

adaptive immunity. Annu Rev Immunol, 13:251-76.

92. TRINCHIERI, G. (2003). Interleukin-12 and the regulation of innate resistance
and adaptive immunity. Nature Review Immunology, 3(2):133-46.

93. TRINCHIERI, G. & SHER, A. (2007). Cooperation of Toll-lie receptor signals in

innate immune defense. Nature Reviews, 7:179-190.

94. TRISTAO-SA, R., RIBEIRO-RODRIGUES, R., JOHNSON, L. T., PEREIRA, F. E.
L., & DIETZE, R. (2002). Intestinal nematodes and pulmonary tuberculosis. Rev
Soc Bras Med Trop, 35(5): 533-535.

95. UENO, H., KLECHEVSKY, E., MORITA, R., ASPORD, C., CAO, T., MATSUI, T.,
et al. (2007). Dendritic cell subsets in health and disease. Immunological
Reviews, 219:118-142.

96. VAN CREVEL, R., OTTENHOFF,T. H. M. & VAN DER MEER, J. W. M.
(2002).Innate Immunity to Mycobacterium tuberculosis. Clin. Microb. Rev p. 294—
309.

97. VEGA, M. A. & CORBI, A. L. (2006). Human macrophage activation: too many
functions and phenotypes for a single cell type. Inmunol., 25(4): 248-272.

98. VIEIRA, P., DE JONG, E., WIERENGA, E., KAPSENBERG, M., & KALINSKI, P.
(2000). Development of Thl-inducing capacity in myeloid dendritic cells requires

environmental instruction. The Journal of Immunology, 164(9):4507-12.



103

99. WALRATH, J., ZUKOWSK]I, L., KRYWIAK, A. & SILVER, R. F. (2005). Resident
Thl-Like Effector Memory Cells in Pulmonary Recall Responses to
Mycobacterium tuberculosis. Am J Respir Cell Mol Biol, vol 33:48-55.

100. WHELAN, M., HARNETT, M., HOUSTON, K., PATEL, V., HARNETT, W., &
RIGLEY, K. (2000). A filarial nematode-secreted product signals dendritic cells to
acquire a phenotype that drives development of Th2 cells. J Immunol,
164(12):6453-60.

101. WORLD HEALTH ORGANIZATION (2008). WHO Report 2008: Global

Tuberculosis Control: surveillance, planning, financing.

102. YAMAZAKI, S., IYODA, T., TARBELL, K., OLSON, K., VELINZON, K., INABA,
K. & STEINMAN, R. M. (2003). Direct expansion of functional CD25+CD4+
regulatory T cells by antigen-processing dendritic cells. J. Exp. Med. 198: 135—
147.

103. YEW, W.W. & LEUNG, C.C. (2006). Update in tuberculosis 2005. Am J Respir
Crit Care Med., 173(5):491-8.

104. YOUNG, D. (1998). Blueprint for the white plague. Nature, 393: 515-516.



Anexos




ANEXO 1

¥

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

-Vitéria-ES, 28 de margo de 2007

Do:  Prof Dr. Fausto Edmundo Lima Pereira
Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude

Para: Prof. Rodrigo Ribeiro Rodrigues
Pesquisador Responsavel pelo Projeto de Pesquisa intitulado: “Avaliagao do
impacto da helmintiase intestinal, na resposta clinica, microbiolégica e
imunolégica em pacientes com tuberculose pulmonar”

Senhor Pesquisador,

Informamos & V.Sa., que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da
Salide da Universidade Federal do Espirito Santo, apds analisar o Protocolo de Pesquisa,
No. de Registro no CEP-012/07, intitulado: “Avaliagdo do impacto da helmintiase
intestinal, na resposta clinica, microbiolégica e imunoldgica em pacientes com
tuberculose pulmonar” e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, cumprindo
os procedimentos internos desta Instituicdo, bem como as exigéncias das Resolucdes
196 de 10.10.96, 251 de 07.08.97 e 292 de 08.07.99, APROVOU o referido projeto, em
Reunido Ordinéria realizada em 28 de marco de 2007.

Gostarfamos de lembrar que cabe a0 pesquisador elaborar e apresentar o0s
relatdrios parciais e finais de acorde com a resolugdo do Canselho Nacional de Saude n°
196 de 10/10/96, inciso 1X.2. letra “c”.

Atenciosamenteg,

S nan b7
Prof Dr.Fausts. £

dmando Lima Parelra
Caordanador
Comitd de Etica sm Pesquisa
Centro Biomédico / UFES

Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude
Av. Marechal Campos, 1468 — Maruipe — Vitériza — ES — CEP 29 040-091.
Telefax: (27) 3335 7504
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ANEXO 2

/0/ Ficha de Coleta de Dados
‘ Projeto de Pesquisa: Avaliagado do impacto Pesquisadora Responsével:
i e da helmintiase intestinal, na resposta clinica, Rodrigo Ribeiro Rodrigues
microbiolégica e imunolégica em pacientes com (rodrigrr@ndi.ufes.br)
tuberculose pulmonar.
IDENTIFICACAO DO PACIENTE
N° Registro Foco N° Unidade Procedéncia Transferéncia
Nome Sexo
Data Nascimento Estado Civil Peso Altura
R L
Mae Profissio
Enderego
Referéncia Telefone
DADOS RELATIVOS A DOENCA
Localizagao Se Extra-pulmonar
O 1 = Pulmonar O 1 -Pleural O 2 - Gang Periférica 0O 3 - Genito Urinaria 04 -0Ossea O 5 - Ocular
O 2 - Extra-Pulmonar O 6 — Miliar O 7 — Meningite 0O 8 -Outras O 9 - N&o se aplica
03-P e Extra
EXAMES / INVESTIGACAO EPIDEMIOLOGICA
O 1 - Bacil pia de | O 2 - Bacil piade | O3 - Cultura de O 4 - Cultura de O 5 - Rx de Térax O 6 — Histopatologia
Escarro (inicial) Outro Material Escarro Outro Material (biopsias)
o+ O Positivo O Positivo O Positivo O C/ Cavidade O Baar +
O ++ O Negativo O Negativo O Negativo O S/ Cavidade O Granuloma Caseoso
O +++ O Néo Realizado O Néo Realizado O N&o Realizado O Pleural O Nao Sugestiva
O Negativo O Complexo 1° O Nao Realizada
O Néo Realizado O N&o Realizado
O Nomal
Teste Tuberculinico C icante de Tubercul HIV
O 1 - Nao Reator O 2 - Reator Fraco 0 1-Sim 0 2-Nao O Positivo O Negativo O Né&o
O 3 — Reator Forte O 4 — N&o Realizado Realizad
Agravos Associados
0O 1 = Diabetes O 2 - Alcoolismo O 3 - Tabagismo O 4 - Doenca Renal O 5-Doenca Mental
0O 6 - Doengas do O 7 -Outras 0O 9-Ignorado
| Colageno *
* Artrite reumatdide, |Gpus, Esclerodermia, Sindrome de Jogres
Possui histérico de tratamento para TB? | Fazia uso de corticéides? Qual exame definidor do diagnéstico?
0 1-8im 02 - Néo 0 1-8im 0 2-N&o O Clinico O Laboratério O histo-
patolégico
Leucograma
Hemécias k Leucbeit Linfécitos ’ E Neutréfilos
TRATAMENTO
Data de Inicio Local do Inicio
o |
Primo tratamento: Esquema
Janeiro | Fe i Margo Abril Maio Junho Julho Agosto | Setembro | Outubro | N bi Dezembro | C
s
+4+
+
Mudanga de Esquema
O Intolerancia OF O Cura O Abandono O Transft 0 Obito
Tratamento Supervisionado
O 1-8im 0 2-Nzo 09-1 d
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ANEXO 3

Termo de Consentimento Pés-informacao

Titulo do estudo: Avaliacdo do impacto da helmintiase intestinal, na resposta
clinica, microbioldgica e imunolégica em pacientes com TB pulmonar.

Investigadores:

Prof. Dr. Rodrigo Ribeiro Rodrigues

Professor de Imunologia

Departamento de Patologia & Nucleo de Doencas Infecciosas - NDI
Universidade Federal do Espirito Santo

Telefone: 27-3335-7207

Prof. Dr. Reynaldo Dietze

Professor de Medicina

Nucleo de Doencas Infecciosas - NDI
Universidade Federal do Espirito Santo

Telefone: 27-3335-7204

Profa. Dra. Lucia Renata Meirelles

Professor de Imunologia

Departamento de Patologia & Nucleo de Doencas Infecciosas - NDI
Universidade Federal do Espirito Santo

Telefone: 27-3335-7290
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Seus Direitos:

Este termo de consentimento ird informa-lo sobre a pesquisa. Estas informacdes
também serdo discutidas com vocé. Esta pesquisa pretende avaliar se a presenca
de helmintos (vermes) intestinais € capaz de afetar a resposta do sistema imune
contra a TB (TB), doenca que vocé tem. ApOs suas perguntas e davidas em relacao
ao estudo terem sido respondidas e se vocé (ou seu representante legal) concordar
em participar do estudo, vocé (seu representante legal) sera solicitado a assinar este
termo de consentimento. Vocé (seu representante legal) também receberd uma

copia deste para guardar.

Sua participacdo neste estudo é voluntaria. Vocé podera deixar o estudo em
gualqguer momento. A sua decisdo em nao participar ou de se retirar do estudo
depois do mesmo ja ter iniciado ndo ocasionara nenhum problema no tratamento
médico de sua doenca ou de seus familiares em nosso hospital, hoje ou no futuro.
Vocé deve tirar todas as duvidas que possam surgir apos vocé ler e ouvir as

explicacOes deste termo de consentimento.

Descricdo do Estudo

Justificativa do estudo

A TB é uma doenca séria que afeta os pulmdes e também pode afetar outras partes
do seu corpo. A TB é uma doenca muito comum no Brasil. Pessoas com TB
pulmonar geralmente tem tosse persistente. As pessoas contraem a doenca
respirando o ar contendo os micrébios (bacilos) da TB que foram eliminados por

outra pessoa com TB durante a tosse.
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Acredita-se que a susceptibilidade a infeccao pelo M. tuberculosis, seja resultante da
presenca de uma resposta imune ineficaz contra o bacilo. Apenas 10% das pessoas
infectadas pelo bacilo irdo apresentar alguma forma da doenca ao longo da vida,
enquanto os 90% restantes dos individuos desenvolvem uma resposta imune

suficiente para eliminar o bacilo ou pelo menos conter a infeccao.

Outro mecanismo capaz de mediar a supressao da resposta imune observada na
TB, seria a pré-existéncia de infeccdo por helmintos intestinais (vermes). Sabe-se
gue mais de 1 bilhdo de pessoas no mundo estdo infectadas por pelo menos uma
espécie de helminto (verme) intestinal e de acordo com autores, em paises em
desenvolvimento, € mais comum estar infectado do que nédo estar infectado. Estes
achados sugerem que uma infec¢cdo helmintica crénica tem efeito importante e
prolongado no sistema imune tornando o individuo mais susceptivel a outras

infeccbes (doencas).

A Proposta do Estudo

Participardo deste estudo, 50 pacientes HIV - negativos, com baciloscopia em
amostra de escarro positiva, e diagnostico recente de TB (TB), sendo 25 pacientes
com TB e 25 pacientes com TB co-infectados por helmintos intestinais
(TB+Helmintos). O diagnostico de TB sera confirmado através de cultura positiva
para micobactérias. Trinta individuos PPD-positivos (PPD > 10mm) clinicamente
saudaveis serdo também convidados para participar. Este estudo terd duracdo de
aproximadamente 2 anos. Se vocé aceitar participar do estudo e completar todas as

visitas, sua participacao sera de 6 meses.
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Como foi dito anteriormente este estudo estd tentando verificar se a presenca de
vermes intestinais afeta a resposta imune contra o bacilo da TB, tornando a pessoa

menos resistente a infeccgéao.

O diagnostico

Seu escarro, apos ser colhido, ira para o laboratério onde sera feito os exames de
baciloscopia e de cultura de escarro para procurar os bacilos da TB. O resultado
dessa cultura bem como todos os resultados das amostras coletadas serdo
encaminhadas ao seu médico. Se o diagnostico da TB for confirmado vocé sera
acompanhado mensalmente durante 6 meses. Se o resultado da sua cultura de
escarro for negativo vocé também sera acompanhado por 6 meses para que se
possa ter certeza que vocé nao tem TB. Serao colhidas também 3 amostras de fezes
para diagnosticar a presenca de vermes intestinais. Caso vocé tenha vermes

intestinais, sera oferecido tratamento adequado.

As Rotinas do Estudo

Como parte desta pesquisa, vocé serd examinado regularmente através de consulta
médica e de enfermagem e exames de laboratério para termos certeza que o seu

tratamento esta dando certo e que sua doenca esta sendo curada.

Se vocé (seu representante legal) concordar inicialmente em participar do estudo,

vocé devera:

1. Informar aos médicos sobre problemas de saude no passado, ou remédios
que esteja tomando no momento.
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2. Fazer uma consulta geral que ir4 incluir entre outras coisas exame fisico,
peso, presséo arterial e freqiiéncia cardiaca.

3. Fazer exame de sangue para HIV, mesmo que vocé ja tenha feito em outro
lugar.

4. Fazer Raio-X dos pulmdes para avaliar a extensdo da sua TB. Se vocé ja fez
um Raio-X de pulmdo ha menos de duas semanas ndo seri necessario
repetir.

5. Fazer exame do escarro para confirmar se vocé estd mesmo com TB e se 0
bacilo nédo é resistente ao tratamento.

6. Fazer exame de sangue (mais ou menos 45mL) para avaliar o seu estado de
saude e se vocé tem outras doencgas.

7. Fazer exame de fezes para saber se tem ou ndo vermes intestinais.

Se apos esses exames ndo houver nada que impeca vocé de entrar no estudo e se
vocé (seu representante legal) ainda quiser participar como voluntario da pesquisa

vocé devera:

1. Colher sangue do braco (mais ou menos 10 mL).

Durante os primeiros 6 meses vocé devera comparecer ao hospital algumas vezes.
Nestas visitas vocé sera reexaminado pelos médicos e pelos investigadores do
estudo para saber se esta tudo indo bem com o seu tratamento. Em algumas destas
visitas (semanas 2, 4, 16 e 24 apo0s o inicio do tratamento) os investigadores do
estudo irdo novamente coletar sangue, escarro e fezes para novas analises no

laboratério.
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Durante as visitas de revisdo vocé deve sempre informar ao investigador sobre
qualquer problema de saude que vocé tem ou teve ou qualquer medicagdo que
esteja tomando. Se os sintomas da TB voltarem os médicos precisardo reexamina-
lo (exame fisico, sangue, escarro e raio-X de pulméo), para saber se houve cura ou

nao da doenca.

Riscos

Possiveis riscos e desconfortos decorrentes da sua participacdo no estudo sao: a
retirada de sangue que pode causar pequena dor ou hematoma no local da puncéo.

Beneficios

Vocé pode nao ter beneficios diretos de estar participando deste estudo. Vocé fara
revisdes regulares que incluem o resultado do teste de HIV. Participando deste
estudo vocé estara ajudando a descobrir se a presenca de vermes intestinais torna a
pessoa mais susceptivel a infeccéo pelo bacilo da TB. Se esta hipétese se confirmar,
vocé estara ajudando a melhorar o tratamento e prevencdo da TB no Brasil e no

resto do mundo.

Alternativas de Tratamento

Sua participacdo neste estudo € voluntaria. Se vocé decidir ndo participar ou se
vocé decidir deixar este estudo, vocé receberd o tratamento convencional de 6

meses.



113

Confidencialidade

Suas informagfes pessoais, 0s resultados dos seus exames e 0 seu numero de
registro de participacdo no estudo que serd usado em lugar do seu nome sao
confidenciais. Somente vocé e as pessoas envolvidas no estudo (médicos,
enfermeiras, a Comissdo de Etica em Pesquisa do Centro Biomédico da

Universidade Federal do Espirito Santo) terdo acesso a elas.

Algumas de suas amostras laboratoriais (sangue e escarro) poderdo ser usadas em
outros estudos de TB. Neste caso sua privacidade também serd mantida, conforme

prevé a lei brasileira.

Custos

Vocé nao tera despesas decorrentes de sua participacdo no estudo. Todos os

medicamentos e 0s exames realizados serdo gratuitos.

Interrupcdo de sua participacdo no estudo

Sua participacédo no estudo podera ser interrompida por qualquer uma das razdes a
seguir: a) se os médicos acharem que sua permanéncia no estudo € prejudicial para

VvOoCcé; b) se vocé ndo comparecer as visitas de seguimento.

Duvidas ou Problemas

Caso vocé tenha alguma duvida sobre sua participacdo no estudo vocé devera
entrar em contato com o Prof. Rodrigo Ribeiro Rodrigues ou com a Profa. Lucia
Renata Meirelles no Departamento de Patologia ou no Nucleo de Doencas
Infecciosas ou pelo telefone (27) 3335-7207 / 3335-7210/ 3335-7290. Se vocé tiver

alguma duvida sobre seus direitos como voluntario desta pesquisa, vocé pode entrar
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em contato com o Dr. Fausto Edmundo Lima Pereira, Presidente do Comité de Etica

em Pesquisa do Centro Biomédico no telefone (27) 3335-7243.

Retencdo das Amostras

Com a sua permissdo, os médicos gostariam de guardar uma amostra de sangue
colhida apos o término de sua participacdo no estudo. Este material podera ser
usado em estudos futuros. Se vocé concordar, essas amostras serdo guardadas
com algumas informacdes sobre vocé, como por exemplo nimero do estudo, iniciais
do seu nome, idade, sexo e data do diagnéstico de TB. Se no futuro vocé decidir que

suas amostras devem ser destruidas isso deve ser solicitado e sera feito.

Vocé pode também autorizar que sua amostra de sangue seja guardada somente se
a mesma nao contiver qualquer identificacdo. Mesmo neste casos a amostra de
sangue podera ser usada em estudos futuros porém néo podera ser destruida caso

vocé mude de idéia por ndo termos como identifica-la.

Vocé pode dizer que ndo quer que suas amostras sejam guardadas, ou vocé pode
optar por autorizar guardar suas amostras com ou sem identificacéo, e mesmo assim

vocé podera participar do estudo.

Consentimento

Eu recebi uma coépia deste termo de consentimento e sei que uma copia ficara
guardada no arquivo do estudo. Eu entendo posso deixar o estudo a qualquer

momento que eu quiser.

Eu também entendo que os pesquisadores estardo me perguntando se eles podem
guardar amostras de sangue ou outras amostras para pesquisas futuras. Eu entendo
gue eu posso dizer "ndo", que eu ndo quero ter minhas amostras armazenadas e

mesmo continuar no estudo.
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Eu entendo que se eu assinar ou colocar minha impressao digital no espaco abaixo,

eu concordo em participar do estudo e seguir os procedimentos do estudo.

Assinatura Nome Legivel (impresso)
Data [/ [

Assinatura da testemunha Nome da testemunha (impresso)
Data _/ [

Eu expliquei a proposta deste estudo para o voluntario (seu representante legal).
Tenho plena conviccdo que ele/ela entendeu o objetivo, os procedimentos, 0S riscos
e 0s beneficios da participacdo no estudo.

Assinatura do Investigador Nome do Investigador (impresso)

Data _/ [
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ANEXO 4
Quadro 1 - Anticorpos monoclonais utilizados para células dendriticas e
monocitos/macréfagos
Anticorpo Monoclonal Isofipo Clone Concentracao Expressao/Fungao
Lin1 MouselgGy,k | CD3,clone SK7; Distinguircélulas dendriticas {DC) e baséfilos do sangue periféricopela perda de
{lineage Cocktail 1) FITC: CD16, clone 3G8; marcagdocom Lin 1 {Lin" 1). CD3 é expresso poriodos os linfécitos T.
coquetelde anticorpos CD19,clone CD14 é expresso em monécitos, macréfagos, neutréfilos e eosindfilos.
{CD3,CD14,CD16, 8J25C1; CD16 é expresso porcélulas NK, macréfagos, cultura de mondcitos e neutrofilos.
CD19,CD20e CD56). CD20,clone L27; CD19e CD20 sdo expressos em linfocitos B.
CD14,clone CD56 expressoem células NK ativadas e em repouso.
BD M®Pg;
CD56, clone
NCAM16.2
CD14FITC MouselgG1,k 61D3 50pg/ml Glicoproteina expressa em mondcitos, macréfagos interfoliculares e algumas células
eBioscience dendriticas. Liga-se com alta afinidade a LPS e LBP em mondcitos.
CD16 {FcyRIIl) PE MouselgG1 | eBIOCB16{(CB16) 0,3ug/ml Receptorde baixa afinidade para IgG, ligando-se na forma de imunocomplexo.
eBioscience Macréfagos, células NK e neutréfilos expressam este receptor.
MouselgG1,k 39 50 ug/ml Estaassociadaa p2 integrina para formaro heterodimero CD11c/CD18. Este complexoé
CD11cPE expressoem mondcitos, granuldcitos, macréfagos, células NK, células dendriticas e
eBioscience subgrupos de células T e B. CD11c/CD18 liga-se a CD54, iC3b e fibrinogénio, mostrando
um papelna adesao de leucdcitos.
TLR2PE Mouse IgG2a,k TL21 50 pg/ml Recepiorde reconhecimento padrdoque sinaliza em resposta a lipoproteinas bacterianas.
ebioscience Atuam na imunidade inata e na inflamag3o. E expresso pormonécitos do sangue
periférico.
TLR4PE Mouse IgG2a,k HTA125 50 ug/ml Como TLR2, TLR4 também responde a lipoproteinas bacterianas. Este recepiorde
ebioscience reconhecimento padrao associa-se com a molécula MD-2, e junto com CD14, reconhecem
LPS e sinalizam. Também é expresso pormondcitos do sangue periférico.
TLRSPE Mouse lgG2a,k eB72-1665 0,2mg/ml Molécula intracelular, que medeia respostaa dinucleotideos CpG nao-metilados do DNA
eBioscience bacteriano. E expressoporcélulas dendriticas plasmacitides e linhagem de células
epiteliais humana.
HLA-DRPECy5 Mouse IgG2b, k LN3 0,75 pg/ml Proteina fransmembrana heterodimérica importante na apresenta¢dode peptideos a
ebioscience linfécitos T CD4*. E expressa na superficiede células apresentadoras de antigenos
incluindo células B, monécitos, macréfagos e DC.
CD123PE Mouse IgG1,k 6H6 6,25 pg/ml CD123 é a cadeia o do recepiorde IL-3. Esta cadeia liga-se com baixa afinidade a IL-3,
eBioscience mas quando associada a cadeia p (CD131), a ligacdo do receptor{cadeiasae p) alL-3 é
dealta afinidade. CD123 é expresso porprecursores mieldides, macréfagos, DC,
mastdcitos, basdfilos e megacaridcitos.
CD209 PE Mouse IgG2b, k DCN46 DC-SIGN ou CD209 é expressa por células dendriticas. Sua interagdo com ICAM-3 efou
BD Pharmingen ICAM-2 promove a migracao destas células.
CD40PE MouselgG1,k 5C3 Molécula coestimulatoria presente no sangueperiférico e tonsilas B. Também esta
BD Pharmingen presente em algumas células epiteliais, carcinomas e células dendriticas linféides.
CD86 (B70/B7-2) PE MouselgG1,k 2331 CD86 ¢ o ligante secundario de CD28 e CTLA-4, mostrando papel importante na
BD Pharmingen {FUN-1) coestimulagio de linfécitos T na resposta imune primaria. E expressopormonécitos e
células Bativadas.
MouseIgG1,k FITC Mouse IgG1,k 50 pg/ml Controle isotipico
isolype control
eBioscience
Mouse IgG2b PECyS Mouse IgG2b, k 1,5pg/ml Controle isofipico
isolype control
eBioscience
Mouse IgG2a PE Mouse IgG2a, k 12,5 pg/ml Controle isofipico
isotype control
eBioscience

Fluorescein isothiocyanate (FITC), Phycoerythrin (PE) e PE-Cy5 (antigo Cy-Chrome™) é um sistema
conjugado que combina R-phycoerythrin e um corante cianina (de 1.5 kDa; Cy5).
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ANEXO 5

Tabela 4 — Classificacdo dos individuos participantes do estudo

Cédigo Idade Sexo PPD Helminto Leucdcitos Monébcitos \ Linfocitos \ Eosinéfilos
CA-06 19 M NR | Mth S. stercoralis 7200 1010 2220 680
VT-03 24 M Pos | Mtb | E. vermicularis 5400 680 2820 400
VT-18 38 M NR | Mth H. nana 7200 400 1400 260
CA-01 43 M NR | Mtb N 7800 470 1830 230
CA-05 32 M NR | Mth N 9320 470 1120 a0
VT-01 29 M NR | Mtb N 10020 990 1530 130
VT-04 20 M NR | Mtb N 9900 750 2560 130
VT-05 36 F Pos | Mtb N 7500 500 2550 1460
VT-06 36 F NR | Mtb N 11000 1010 1300 110
VT-07 32 M Pos | Mtb N 14300 1009 2140 830
VT-08 22 F NR | Mtb N 9800 970 1730 210
VT-15 43 F Pos | Mtb N 4200 250 1090 40
VT-28 32 F Pos | Mth N 6100 490 2180 290
VT-29 57 M NR | Mtb N 8100 710 1550 80
VT-23 14 M Pos N S. mansoni 10200 730 2320 670
VT-12 37 M Pos N | S. sterc./Schist. 6100 500 1760 340
VT-02 31 M Pos N S. stercoralis 7700 500 2900 1000
VT-13 38 M Pos N S. stercoralis 6900 620 2100 1040
VT-21 16 F Pos N E. vermicularis 7100 480 2830 280
CA-02 61 F Pos | N N 5500 530 3340 100
CA-03 55 M Pos | N N 10400 950 3500 120
CA-04 | 53 M | Pos | N N 9400 390 2660 140
CA-07 35 M Pos | N N 6600 340 2080 450
VT-09 52 M Pos | N N 8600 450 1900 1940
VT-10 54 M Pos | N N 6300 600 2040 450
VT-11 18 F Pos | N N 8400 600 2080 80
VT-16 50 F Pos | N N 4800 430 2020 210
VT-17 26 F Pos | N N 8800 590 2580 440
VT-20 36 F Pos | N N 12200 620 2870 260
VT-27 50 M Pos | N N 5900 1000 2370 280
VT-24 20 M | Pos | N N 5300 450 2140 100
VT-25 47 M Pos | N N 10780 400 1600 160

Dados contidos nas fichas e nos resultados de PPD, cultura para MTB e exames parasitolégicos. Os cédigos
VT e CA representam 0s municipios Vitdria e Cariacica, onde os participantes foram arrolados. Estes individuos
foram ainda classificados de acordo com a idade, género/sexo, PPD (positivo (Pos) ou ndo realizado (NR)),
Tuberculose (presenca de Mtb ou ndo (N)), e helmintiase intestinal (auséncia/negativo (N), ou presenca,
definida pelo tipo de parasito. Os individuos foram divididos em grupos, quais sejam: grupo TB+HELM
(vermelhoO, grupo TB (azul), grupo HELM (verde) e grupo controle (preto). Os valores de mondcitos e linfécitos
(células/mm?®) foram obtidos através de hemograma, realizado no laboratério Tommasi.
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Tabela 8 — Dosagem de citocinas pelo kit CBA inflammation.
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GRUEO @ AgMtb| @ AgMitb| @ AgMitbh| @& ' Ag Mtb @ |Ag Mtb
TB+HELM caos| 80 942 (403 30654 [ 68 | 5975 | 8105 | 13208,2 405(11590.2
TB+HELMvroz| 128 583 [182] 24304 [ 53 | 1598 | 2116 | 51302 251| 47208
TB+HELMvT18|234| 537 |10,7| 17835 |89 | 1953 152 | 44104 132 20165

TB cao1 10,7| 473 (246 21496 [ 57| 2409 | 3471 | 69514 172| 24257

TB ca-os 105 271 82| 41597 | 57| 2260 295 |14270,7 11,7|111247 6

TB vro1 99 | 450 |728| 35478 |246| 6977 |1787,6] 150898 702| 47208

TB vr-o4 114| 604 (260 27839 |79 | 8836 |1051,0| 82703 544| 63265

TB vr-05 128 440 (125 11770 [ 51| 3103 | 1470 | 31237 125 27043

TB vr-06 130 417 (124 28481 [ 59| 7011 1236 [ 11653,2 16,8 80086

TB vr-o7 10,2| 578 [108| 37622 |67 | 7886 | 2159 | 113434 139 79313

TB vr-o8 202| 820 (228 38978 | 78| 3358 | 8613 | 74638 632(116483

TB vr-15 20| 680 | 96| 16006 |29 | 1900 | 688 | 42429 89 | 30303

HELM wrez | 80| 532 [16,1| 15312 | 6,7 | 6845 | 3059 | 81854 1498| 23715

HELM wr12 |66 | 436 |78 11814 |48 | 1574 | 116 [ 110617 62 | 25961

HELM w1z | 59| 238 [62| 1303,7 [ 37| 1725 57 153751 79| 44221

Controles

CA-02 116] 360 (158 12936 [ 63 | 2569 | 2271 | 91280 124 28690

CA-03 10,7| 355 | 73| 22726 [ 51| 4404 98 | 83562 91| 39926

CA-04 123| 492 (118 16006 |77 | 869 | 4576 | 77753 194/ 38833

CA-07 64| 329 |60| 8911 |30| 1038 | 104 | 32293 97| 17007

V1409 146| 73,7 90| 13073 | 75| 303,22 136 | 30942 136( 33513

VT-10 158 364 |98 | 32700 | 69 | 2641 139 | 47440 121| 74476

VT-11 116 296 (69| 20566 | 47| 2100 | 448 | 66427 106| 78167

VT-16 54| 464 |87 26301 |44 | 2740 | 264 | 62233 83| 24147

V117 138| 625 (152 22474 |73 | 3755 | 777 | 60698 152 34766

VT-20 111| 737 (85| 1968,0 | 47 | 2790 118 | 4161,7 95| 33822

Dados brutos da dosagem de citocinas, em pg/mL, pelo kit CBA inflammation. Dosagem na
presenca ou auséncia (&) de estimulo antigénico. Individuos em vermelho grupo TB+HELM, em
azul grupo TB, em verde grupo HELM, e em preto, o grupo controle PPD+.



Tabela 9 — Dosagem de quimiocinas pelo kit CBA chemokine.
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GRUPO CXCL10-IP10 CCL2-MCP1 CXCL9-MIG CCL5-RANTES CXCL8-IL8
TB+HELM ca-06 0 02 0 0 16,96
TB+HELM vro3 423 1 0 0 13,46
TB+HELM vr-18 0,00 1 0 0 169,79

TB ca-01 16,99 0 0 0 938

TB ca-es 0,20 1 0 0 190,28

TB vr-01 0,00 0 0 0 14,20

TB vr-04 3,81 0 0 0 14,51

TB vr-05 0,90 1 0 2 7,29

TB vr-06 132 1 0 2 5283

TB vr-07 0,08 0 0 0 83,52

TB vr-o8 0 0 0 0 13,53

TB v1-15 0,00 1 1 0 30,70

HELM vroz 0,36 1 0 1 17,49
HELM vr12 1,04 1 0 0 191,64
HELM w13 10,94 3 0 0 612,49
Controles

CA-02 0,66 1 0 4 20,37

CA-03 0 7,05 0 0 347 .84

CA-04 0,29 0 0 0 6,97

CA-07 1,03 2 0 0 429,71

V109 1,07 1 0 0 15294

VT-10 0,65 1 0 0 251,09

VT-11 0,63 1 0 0 162,20

VT-16 3,98 1 0 0 102,96

VT-17 0,43 1 0 0 7858

VT-20 1,01 1 0 0 278,02

Dados brutos da dosagem de quimiocinas, em pg/mL, pelo kit CBA chemokine. Dosagem da raz&o

entre a presenca e a auséncia (&) de estimulo antigénico.
TB+HELM, em azul grupo TB, em verde grupo HELM e, em preto, grupo controle PPD+.

Individuos em vermelho grupo



