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RESUMO

A tuberculose (TB) é uma doenca causada por Mycobacterium tuberculosis,
principal agente etioldgico da TB humana. Milhdes de pessoas morrem todo ano em
decorréncia da TB, doenca infecciosa que tem prevencdo, tratamento e cura. Um dos
maiores problemas enfrentados com essa doenca é a infeccdo latente (TBIL), onde o
individuo ndo manifesta os sintomas clinicos e constitui um reservatorio da bactéria,
podendo desenvolver a doenca ativa em qualquer momento. Além disso, a TB pode afetar
qualquer 6rgdo do corpo, como por exemplo, a pele, causando uma forma rara de TB
extrapulmonar, a TB cutanea. Algumas dessas formas podem ser mais severas que a TB
pulmonar, trazendo consequéncias graves ao paciente, contribuindo para o alto indice de
mortalidade dessa enfermidade. Nesse contexto, entender os eventos imunoldgicos
relacionados a interacdo entre patdgeno e o hospedeiro no desenvolvimento da doenca
ativa ou da infeccdo latente € um ponto crucial que pode contribuir para o controle da TB.
Diante disso, 0s objetivos desse trabalho foram avaliar a resposta imune especifica de
células TCD8+ e citocinas na tuberculose cutanea, latente e pulmonar ativa. Para isso,
foram recrutados 36 pacientes com TB pulmonar ativa, 01 paciente com TB cutanea e 36
controles sadios classificados quanto a prova tuberculinica em individuos com infeccéo
latente (TBIL = 13) ou ndo (PT-=23). Foram obtidas, de todos os pacientes, as células
mononucleares do sangue periférico, o plasma e o soro para realizacdo dos ensaios de
citometria de fluxo e ELISA. Foi observado que os pacientes com TB pulmonar ativa
apresentam um perfil regulador de células TCD8+ especificas, com expressdo de IL-10 e
TGF-p relacionados com a carga bacilar quando comparado aos individuos com TBIL e
controles sadios PT negativa. Esse mesmo perfil também foi observado e descrito no caso
clinico do paciente com TB cutdnea. Diante de todos os achados observados nesse
trabalho podemos concluir que Mtb pode modular a resposta de células TCD8+ na
tuberculose pulmonar e cutanea, demonstrando a importancia de estudos que avaliem a

interacdo imunoldgica entre o patdgeno e o hospedeiro tais como este.
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ABSTRACT

Millions of people die every year due to tuberculosis (TB), an infectious disease
that have effective treatment, can be prevented and is curable. One of the greatest
problems faced by this disease is the latent infection (LTBI), where individuals do not
manifest clinical symptoms, is a reservoir of the causing agent, Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), and can reactive the disease at any time during their life span.
Moreover, TB can affect any organ in the body, such as the skin, causing extrapulmonary
TB, a rare form of TB, the TB skin. Some of these forms may be more severe than
pulmonary TB, causing serious consequences to the patient, contributing to the high
mortality rate of this disease. In this context, understanding the immunological events
related to the interaction between pathogen and host the development of active disease or
latent infection is a crucial point that can contribute to the control of TB. Thus, the
objectives of this study were to evaluate the specific immune response of CD8+ T cells
and cytokines in cutaneous tuberculosis, latent and active pulmonary TB. Thirty six
patients with pulmonary TB, one patient with cutaneous TB and 36 healthy controls,
classified as LTBI (N = 13) or negative (TST-, N = 23) by the tuberculin skin test were
recruited and the peripheral blood mononuclear cells, plasma and sera from those
individuals were collected to perform flow cytometry, ELISA and multiplex bead array
analysis. It was observed that patients with active pulmonary TB presented TCD8+ cells
with a regulatory profile, expressing IL-10 and TGF- in a direct relation to the bacillary
load. The same profile was observed in the individual with cutaneous TB, an extra-
pulmonary form of TB. The findings observed in this studyco nclude that Mtb can
modulate CD8+ T cell response in lung and skin tuberculosis, demonstrating the
importance of studies assessing the immune interaction between the pathogen and the
host.
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1. INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa grave que afeta milhGes de
pessoas por ano no mundo todo. A maioria dos individuos infectados por Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), bactéria causadora da TB, apresenta infeccdo assintomatica,
caracterizada pela forma latente (TBIL), onde o individuo ndo manifesta os sintomas
clinicos, porém é portador do bacilo da TB. Neste caso, a pessoa pode desenvolver
doenca ativa em qualquer época da sua vida, especialmente em condi¢Bes que geram
maior suscetibilidade como a imunossupressao. O diagndstico dos individuos infectados
¢ um dos grandes desafios na saude publica, uma vez que estes sdo possiveis fontes de
reservatorio da bactéria.

Por ser transmitida pelo ar, o principal érgdo afetado é o pulméo, onde ocorre a
colonizagdo dos alvéolos pulmonares pelas bactérias, que sdo fagocitadas por células que
iniciam a ativacdo da resposta imune no hospedeiro. Entretanto, a bactéria pode se
disseminar para outras regifes do organismo, causando varios tipos de TB
extrapulmonar, como é o caso raro da TB cutanea. As interacdes entre o patdgeno e o
hospedeiro, independente da forma da TB ainda ndo foram totalmente desvendadas e os
mecanismos pelos quais Mtb consegue burlar o sistema imune e causar a doenga ativa ou
a infeccdo latente ainda sao alvos de estudos.

A ativacdo de linfécitos T é um evento crucial que acontece na resposta imune
contra Mth. Sabe-se que as células T auxiliares (Th) possuem fundamental participagdo
no combate a Mtb. Entretanto, outras populacdes celulares, como a dos linfocitos T
citotoxicos (Tc), sdo importantes nesse processo, porém o seu real envolvimento na
imunidade protetora contra Mtb ainda é controverso e foco de muitos estudos. A
compreensdo dos mecanismos envolvidos entre os linfocitos Tc e Mth pode ser crucial
para desvendar processos na imunopatologia da TB e contribuir para o combate a doenca.

Dentro do entendimento da imunopatologia da TB além de desvendar as
interacdes e o papel das diferentes subpopulagdes celulares envolvidas, compreender
como as diferentes citocinas podem contribuir para o desenvolvimento de uma resposta
imune eficiente pode auxiliar no desenvolvimento de novas estratégias de combate ao

bacilo e contribuir para auxiliar o diagnostico da doenca ativa.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Mycobacterium tuberculosis

A primeira descoberta acerca da tuberculose (TB) data de 1882, quando o
cientista alemdo Heinrich Hermann Robert Koch isolou o agente causador da
tuberculose, Mycobacterium tuberculosis (Mtb) (SHIMAO, 2003; KAUFMANN;
WINAU, 2005; SHIMAO, 2005). Devido ao nome de seu descobridor, este também
passou a ser conhecido como Bacilo de Koch (MAARTENS; WILKINSON, 2007) e foi
o0 principal marco na histéria da TB, apesar de ser uma doenca que data dos primordios
antigos (CAVE et al., 1991; KONOMI et al., 2002; ZINK et al., 2002; DANIEL, 2006).

Este patégeno conseguiu obter sucesso na instalacdo da infeccdo em hospedeiros
humanos, possibilitando a persisténcia da infeccdo e a consequente manutencdo da
doenca ao longo da evolugdo humana. As caracteristicas presentes em seu genoma, que
possui um aparato genético contendo cerca de 4000 genes, lhe permitem realizar todas as
funcdes necessarias para sua sobrevivéncia em situacdes adversas, com funcionalidades
peculiares e permitiram essa co-evolu¢do com o hospedeiro (COLE et al., 1998). Aquelas
gue mais se destacam sdo: a patogénese intracelular, a conservacdo genética, um
envelope celular complexo e a capacidade de permanecer em estado de dorméncia por
longos periodos de tempo (WHEELER; RATLEDGE, 1988; COLE et al., 1998).

Apesar da multiplicagdo lenta (12-24h), tanto em animais infectados quanto em
meios de cultura sintéticos, e de serem necessarias condi¢fes ideais para 0 Sseu
crescimento em ambientes artificiais, Mtb possui alta capacidade de adaptacdo no
ambiente in vivo (JAMES; WILLIAMS; MARSH, 2000; CRUMP; RELLER, 2003).
Embora tenha sido inicialmente classificado como um bacilo aerébio e intracelular
facultativo, evidéncias recentes tém demonstrado que esta bactéria executa boa parte de
suas funcbes de sobrevivéncia no hospedeiro em ambientes anaerobios e extracelulares
(ORME, 2014). Mtb é resistente ao processo de descoloracdo pelo alcool-acido, sendo
classificado como um bacilo alcool-acido resistente (BAAR) podendo sobreviver na
auséncia quase total de dgua durante semanas (ADEREM; UNDERHILL, 1999).
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Mtb possui uma grande variedade de lipideos e glicolipideos envolvendo sua
membrana plasméatica (CONVERSE et al., 2003). O envelope celular € complexo, pois
além do peptidioglicano ancorado, possui uma camada adicional de lipideos raros,
polissacarideos e proteinas acoplados (COLE et al., 1998; COLLINS; KAUFMANN,
2001; FORRELLAD et al., 2013). Essa estrutura d& a forma caracteristica de bastonetes
retos e finos ao bacilo e confere protecdo, principalmente da acdo mecénica, de enzimas
hidroliticas e radicais toxicos produzidos pelas células fagociticas (BRENNAN, 2003;
TIWARI et al.,, 2004). Todos esses componentes contribuem para acionar reacdes
inflamatorias, com ativacdo e regulacdo da resposta imune do hospedeiro, contribuindo
para a patogénese da TB e consistindo em fatores de viruléncia cruciais para a
sobrevivéncia de Mtb dentro e fora das células (COLE et al., 1998; FORRELLAD et al.,
2013; ORME, 2014).

O sucesso na instalagdo da infeccdo e consequentemente no desenvolvimento da
doenca ativa esta relacionado com os antigenos produzidos e secretados por Mth. Além
dos componentes de seu envelope celular, proteinas constituem os principais antigenos de
Mtb que atuam garantindo a sua sobrevivéncia e promovem a patogénese da doenca. Foi
observado que as proteinas sdo mais expressas quando o Mtb encontra-se em condi¢oes
de estresse, como por exemplo, na auséncia de oxigénio, o que mimetiza a infec¢do in
vivo (GELUK et al., 2000). A anélise do proteoma de Mtb na infec¢do in vivo identificou
mais de 500 proteinas envolvidas em processos bioldgicos importantes para o
estabelecimento da infeccdo e a sua persisténcia no hospedeiro (KRUH et al., 2010).
Muitas dessas proteinas funcionam como antigenos, que estimulam a resposta imune do
hospedeiro e vém sendo estudados na tentativa de desvendar a interacdo entre Mtb e os
individuos infectados e identificar novos alvos terapéuticos para o desenvolvimento de
novas drogas (KRUH et al., 2010; WOLFE et al., 2013; IVANYI, 2014).

Atualmente muitas pesquisas tém sido desenvolvidas utilizando antigenos do Mtb
na busca por novos alvos terapéuticos e desenvolvimento de novas vacinas e novos testes
diagnosticos (SILVA et al., 2009; DE SOUSA et al., 2013; JUNQUEIRA-KIPNIS et al.,
2013; WOLFE et al., 2013; SILVA et al., 2014b). Nesse contexto, nosso grupo de
pesquisa vem trabalhando na avaliagdo de muitos destes antigenos frente a resposta
imune humoral e celular tanto de humanos quanto de camundongos (DE ARAUJO-
FILHO et al., 2008; MELO CARDOSO ALMEIDA et al., 2008; REIS et al., 2009;
SILVA et al., 2009; SILVA et al., 2014b).
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O antigeno MPT51 (Rv3803c) é uma proteina de 27 kDa codificada na regido
fbpC1l que esta envolvida com ligacdo de Mtb & matriz extracelular do hospedeiro,
ligando-se a fibronectina e a pequenos agucares, promovendo adesdo da bactéria na
superficie mucosa facilitando assim a entrada nas células hospedeiras (WIKER;
HARBOE, 1992; KREMER et al., 2002; WILSON et al., 2004). Apesar de possuir
homologia com as proteinas do complexo Ag85, por isso chamada também de Ag85D,
ndo possui atividade micoliltransferase (NAGAI et al., 1991; RAMBUKKANA et al.,
1993). As proteinas deste complexo sdo 0s principais constituintes secretados na cultura
celular de Mtb e sdo encontrados associados na superficie celular (WIKER; HARBOE,
1992; HORWITZ et al., 1995; WOLFE et al., 2010). Ja foi evidenciado que este antigeno
pode ser reconhecido por células TCD8+ permitindo assim desvendar seu papel na
ativacdo dessas células (AOSHI et al., 2008). Além disso, este antigeno tem se mostrado
um bom marcador para diagnostico de tuberculose ativa e latente (SINGH, M. et al.,
2005; ACHKAR et al., 2006; RABAHI et al., 2007) e um bom componente de vacinas de
subunidade proteica (SILVA et al.,, 2009) e vacinas compostas de proteinas
recombinantes (DE SOUSA et al., 2013; JUNQUEIRA-KIPNIS et al., 2013).

O bacilo pode também persistir no hospedeiro no estado de dorméncia ou laténcia,
condigdo ndo replicante caracterizada por baixa atividade metabélica e resisténcia
fenotipica a drogas (GENGENBACHER; KAUFMANN, 2012). As condicdes
responsaveis para a dorméncia envolvem a auséncia de nutrientes essenciais e hipoxia,
que conduzem a parada do crescimento de Mtb na fase estacionaria (LEISTIKOW et al.,
2010; SINGH, S.; SARAAV; SHARMA, 2014), onde séo ativados genes que geram uma
rapida adaptacdo a resposta de estresse causada pela imunidade do hospedeiro no local da
infeccdo permitindo sua sobrevivéncia durante a laténcia (ORME, 2014; SINGH, S,;
SARAAV; SHARMA, 2014). Mtb pode permanecer dormente por longos anos sem
manifestacdo clinica da doenca ativa (GENGENBACHER; KAUFMANN, 2012;
FORRELLAD et al., 2013), caracterizando assim a tuberculose infecgdo latente (TBIL).
Entretanto, condic¢des de depressdo do sistema imune podem promover a reativagdo da
bactéria, onde alguns bacilos voltam a replicar, propagando-se pelo pulméo, causando a
TB pulmonar, ou por outros 6rgdos do corpo, tais como a pele e o intestino, resultando
em casos de TB extrapulmonar (SMITH, 2003). Contudo, as bases moleculares para que

isso ocorra permanecem obscuras (COLE et al., 1998).
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2.2 Epidemiologia

A co-evolucdo de Mtb com a humanidade fez com que a TB se tornasse uma
doenca infecciosa grave, causando atualmente cerca de 8,6 milhGes de novos casos e
mais de 1,3 milhdes de mortes a cada ano. Estima-se que aproximadamente um terco da
populacdo mundial esteja infectada com Mtb. A doenca esta espalhada pelo mundo todo
e 0s principais continentes afetados sdo a Asia e a Africa, com destaque para India e
China que juntas correspondem a 40% dos casos mundiais de TB (WHO, 2013).

A TB no Brasil é um dos seus principais problemas de salde publica, uma vez
que ocupa 0 17° lugar entre os 22 paises responsaveis por 82% do total de casos de
tuberculose no mundo. A taxa de incidéncia de todas as formas de TB gira em torno de
36,1/100.000 habitantes, com 70 mil casos novos notificados em 2012 e uma incidéncia
de casos baciliferos de 20,7/100.000 habitantes (SVS/MS, 2013). De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o pais representa um dos paises da América
Latina com maior indice de casos (WHO, 2013).

Segundo o Sistema de Informacdes sobre Agravos de Notificacdo (Sinan) em
Goias o coeficiente de mortalidade como causa bésica ou associada foi registrado em
2012 foi de 2,1/100.000 habitantes, apresentando também um coeficiente de incidéncia
de todas as formas de TB de 15,0/100.00 habitantes, onde a taxa de casos baciliferos foi
de 8,9/100.000 habitantes e 2,0/100.000 habitantes para os casos de TB extrapulmonar,
incluindo a TB cuténea (SVS/MS, 2013). Goiania e Aparecida de Goiénia sao as cidades
que concentram a maior parte dos casos ja registrados, representando cerca de 90% dos
casos em todo o estado de Goids. A capital € o Unico municipio prioritario para o
Programa Nacional de Controle da Tuberculose no estado (SVS/MS, 2013).

Uma das principais preocupacfes da OMS é o controle da disseminacdo em
populagbes co-infectadas com outras doencas, que sd0 mais susceptiveis ao
desenvolvimento da TB ativa, o0 que eleva em cerca de 30% o risco de morte. Quando um
individuo esta infectado pelo HIV (Human Imunonodeficiency Virus), por exemplo, a
chance de desenvolver a TB ativa eleva-se em mais de 12% e a doenga apresenta-se
disseminada, com répida progressao podendo ser fatal (SHIMAO, 2003; 2005). Outros
fatores de risco incluem a diabetes, a obesidade, o alcoolismo e a ma nutricdo
(GENGENBACHER; KAUFMANN, 2012).

A vacina BCG (Bacillus Calmette-Guérin) que foi desenvolvida em 1921, pelos

cientistas Albert Calmette e Camille Guérin e até hoje € a vacina utilizada para prevenir a
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tuberculose (CALMETTE, 1931). No Brasil, a BCG é aplicada 6 meses apos o
nascimento (CALMETTE, 1931; HATHERILL; VERVER; MAHOMED, 2012).
Entretanto, essa vacina possui uma eficacia variavel (0-80%) e ndo é totalmente efetiva
na protecdo contra TB pulmonar, especialmente em individuos adultos, uma vez que sua
memoaria imunolégica dura cerca de 10 anos (COLDITZ et al., 1994; TRUNZ; FINE;
DYE, 2006).

No Brasil, o tratamento para a TB segue as recomendagdes do Ministério da
Saude. Apds observar que a resisténcia primaria a isonizida aumentou (de 4,4 para 6,0%)
0 esquema de tratamento, que antes era composto por trés drogas, passou a ser
constituido por quatro drogas: isoniazida, rifampicina, pirazinamida e etambutol, sendo
este Gltimo acrescentado ao novo esquema. Todos 0S casos novos e recidivas de TB
devem ser tratados por 6 meses, sendo que nos dois primeiros meses devem ser
administradas as quatro drogas e os quatro ultimos somente isoniazida e rifampicina.
Essa associacdo medicamentosa com as doses corretas e 0 uso por tempo suficiente sao
0s principios basicos para o tratamento adequado evitando a persisténcia bacteriana e o
desenvolvimento de resisténcia aos farmacos, assegurando, assim, a cura do paciente
(MS, 2011).

Dentro deste contexto, o alvo principal para erradicacdo da TB seria impedir a
cadeia de transmissdo e controlar a doenca, pois embora tenha tratamento e cura, ainda é
uma doenca preocupante que mata milhdes de pessoas no mundo todo (SVS/MS, 2013).
Além disso, compreender 0s mecanimos que contribuem para o desenvolvimento da

doenca ativa pode auxiliar no desenvolvimento de estratégias de combate da doenca.

2.3 Imunopatologia da tuberculose

A infeccdo por Mth é mais comumente adquirida através da inalacdo de goticulas
(chamadas de goticulas de Fliigge), contendo o bacilo, que sdo expelidas por uma pessoa
com a doenca ativa através da fala, tosse ou espirro. Apds sofrerem acdo do ambiente
externo, as goticulas diminuem seu volume, tornando-se ndcleos de Wells contendo
bacilos que s&o facilmente inalados (JAMES; WILLIAMS; MARSH, 2000;
LAZAREVIC; FLYNN, 2002; DYE et al., 2005). Portanto, o principal meio de
transmissao é aéreo. Em decorréncia disso, o 6rgdo alvo da doenca é o pulmé&o, embora

possa afetar outros sitios anatdbmicos, uma vez que o bacilo pode se propagar através das
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vias linfatica e/ou sanguinea causando formas extrapulmonares da doenca, como a
tuberculose cutanea (RAJA, 2004; DYE et al., 2005).

Ao entrar em contato com o bacilo, 80-90% dos individuos desenvolvem uma
resposta imune protetora levando a eliminacdo ou a laténcia (WAYNE, 1994). Somente
5-10% dos individuos infectados apresentam sintomas clinicos e desenvolvem a doenca
ativa. Outros 5-10% dos individuos apresentam a infeccdo latente (TBIL), onde as
manifestacdes clinicas ndo sdo evidentes, poderdo sofrer um processo de reativacao do
Mtb e evoluirem para doenca ativa (WAYNE, 1994; BARRY et al., 2009; LIN; FLYNN,
2010). Essas caracteristicas dificultam o diagndstico preciso dos individuos acometidos,
contribuindo para uma maior disseminagdo da doenca (ANDERSEN, 2007). O
estabelecimento da doenca ativa depende tanto de fatores associados ao bacilo, como a
viruléncia da cepa infectante da micobactéria e a quantidade de bacilos vidveis que
atingem o pulmé&o, quanto fatores associados ao hospedeiro, como a predisposicao
genética (COLLINS; KAUFMANN, 2001).

Apds o contagio, Mtb supera as barreiras protetoras do trato respiratorio e aloja-se
nos alvéolos pulmonares, onde pode ser reconhecido por macrofagos alveolares, células
dendriticas, neutrofilos e células epitelidides alveolares (BERMUDEZ et al., 2002,
BHATT; HICKMAN; SALGAME, 2004; ERNST, 2012). Esse reconhecimento é
mediado por receptores de superficie celular (Toll Like Receptors 2 e 4, receptor de
manose e receptor do complemento tipo 3) e de citosol (Nod Like Receptors) que podem
ou ndo promover ativagdo celular (QUESNIAUX et al., 2004), resultando na fagocitose
do bacilo, expressao de citocinas e quimiocinas e ainda promovendo recrutamento celular
(ADEREM; UNDERHILL, 1999; DOHERTY; ARDITI, 2004; ANDERSEN, 2007,
ERNST, 2012; OTTENHOFF, 2012).

A fagocitose por macrofagos alveolares € o primeiro evento na relacdo do
patdgeno com o hospedeiro estando diretamente envolvida na evolucdo da doenca
(ULRICHS et al., 2004; ULRICHS; KAUFMANN, 2006; ORME, 2014), uma vez que
constitui um dos primeiros mecanismos de tentativa de eliminagdo do patogeno. A
polarizacdo de macrdéfagos M1 (classicamente ativados) induzida por IFN-y ou LPS, é
caracterizada pelo aumento da producdo de Oxido nitrico, IL-1, IL-12 e fagocitose
(MILLS et al., 2000; STOUT; SUTTLES, 2005) contribuindo para a resposta imune
efetiva contra Mtbh. Ja os macrofagos M2 (alternativamente ativados) sdo induzidos na
presenca de IL-4 e IL-13, resultando no aumento da expresséo de arginase 1, receptor de

manose e secre¢do de citocinas anti-inflamatdrias e poliaminas, contribuindo para a
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reparacdo tecidual (GOERDT et al., 1999; MILLS et al., 2000; STOUT; SUTTLES,
2005; ANDRADE et al., 2012). A acéo destes tltimos ajuda a minimizar o dano tecidual
provocado por Mtb (REDENTE et al., 2010).

E uma etapa crucial, pois os receptores envolvidos na captura dos bacilos séo
essenciais para a ativacdo da imunidade adaptativa. Dentro de 2 a 6 semanas apos a
infecgdo, ocorre o desenvolvimento da imunidade mediada por células resultando em um
influxo de linfécitos e mondcitos ativados para o local da lesdo resultando na formacéo
do granuloma (RAJA, 2004). Entretanto, Mtb € capaz de atrasar a resposta imune
adaptativa inibindo a migracdo de células infectadas para os linfonodos drenantes e
permitindo que seja gerada uma grande quantidade de bactérias antes que a resposta
adaptativa possa se desenvolver para controlar a infeccdo (ERNST, 2012; OTTENHOFF,
2012).

Em resposta a infeccdo por Mtb, as células infectadas produzem citocinas e
quimiocinas que vao recrutar novas células para o local da infeccdo (DANNENBERG,
1991; SAUNDERS; COOPER, 2000; OTTENHOFF, 2012). Além disso, o proprio Mtb
pode induzir a migracdo de células para o sitio da infeccdo, através da producdo de
antigenos, como por exemplo, 0 ESAT-6 (antigeno alvo de secrecdo priméria de 6kDa),
que ao ser reconhecido através do TLR2 pelas células epiteliais, induz a producdo de
metaloproteinase 9 que é um potente quimioatrante celular e também causa a destruicao
da matriz extracelular promovendo o recrutamento de macréfagos ndo infectados
(BANAIEE et al., 2006). Além disso, essa estrutura tem papel fundamental na doenca,
uma vez que sua formacgdo é parte crucial da estratégia de viruléncia e patogenia da
tuberculose (LAWN; ZUMLA, 2011).

Durante o desenvolvimento do granuloma, os macrofagos evoluem para células
epitelioides especializadas ou podem se fundir formando células gigantes multinucleadas
ou ainda se diferenciarem em macrofagos espumosos (caracterizados pelo acimulo
intracelular de lipideos) que junto com os linfocitos e polimorfonucleares, circundam os
macrofagos infectados formando a regido central do granuloma. Na periferia séo
observados linfdcitos T e B que modulam a reposta dos macréfagos. Muitos outros tipos
celulares podem povoar o granuloma, como células NK (Natural Killer) e células
dendriticas (RAMAKRISHNAN, 2012) (Figura 1). H& também a proliferacdo de
fibroblastos e vasos sanguineos que irdo nutrir as regifes mais externas dessa estrutura
granulomatosa. Com o passar do tempo e de acordo com o crescimento do granuloma,

pode ocorrer necrose caseosa da regido central em decorréncia da caréncia nutricional
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(DANNENBERG, 1991; SAUNDERS; COOPER, 2000; ULRICHS; KAUFMANN,
2006; RAMAKRISHNAN, 2012) ou da presenca do Mth (ULRICHS; KAUFMANN,
2006).
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Figura 1. Esquema representativo da estrutura e dos constituintes celulares do granuloma
formado em uma infeccdo por Mth. Vale ressaltar que o granuloma ndo é uma estrutura
estatica, onde as células se aglomeram e permanecem imdveis. E uma estrutura altamente
dindmica que promove a proliferacdo da bactéria. Adaptado de Ramakrishnan 2012.

O granuloma é uma tentativa do sistema imune de segregar a infecgéo, prevenindo
a disseminacdo da bactéria e focando a resposta imune diretamente no sitio de
implantacéo. Sua estruturacdo depende de um complexo sistema que envolve a producéo
e interacdo de quimiocinas e citocinas por células efetoras do sistema imune e células
teciduais (ERNST, 2012), sendo que o recrutamento celular e a conexdo da estrutura
dependem de citocinas pro-inflamatérias e imunoregulatérias como o fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a), o interferon-gama (IFN-y) e a interleucina 1 (IL-1) (ERNST, 2012;
OTTENHOFF, 2012; RAMAKRISHNAN, 2012).

A principal citocina envolvida na formacdo do granuloma é o TNF-a, liberado
pelos macrdfagos logo apds a exposicdo a antigenos de Mth. O TNF-a recruta neutréfilos
e mondcitos circulantes a0 mesmo tempo em que outras citocinas, como o IFN-y

produzido pelas células T e pelas células NK potencializa as atividades microbicidas,
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ativando macrofagos e células dendriticas (FLYNN; CHAN, 2001; ERNST, 2012). As
células epitelidides e as células gigantes possuem a capacidade de ativar os fibroblastos a
produzir colageno e elastina, resultando em um aspecto mais consistente e rigido do
granuloma (WANGOO et al., 2005).

Apesar das evidéncias de que o granuloma é formado na tentativa de restringir a
infeccdo, pesquisas recentes tém demonstrado um novo papel desta estrutura na infeccéo
por Mth: a multiplicacdo do bacilo. A inducdo de apoptose nos macrofagos infectados faz
com que outros macréfagos, ainda ndo infectados fagocitem a membranas apoptéticas na
tentativa de conter a infeccdo. Porém, Mtb induz necrose nas células infectadas, gerando
um microambiente propicio a sua sobrevivéncia, uma vez que os bacilos possuem a
capacidade de sobreviver no meio extracelular obtendo energia através dos lipideos que
sdo liberados com a morte celular até infectar novas células que estdo migrando para o
local da infeccdo. Esses mecanismos contribuem para a progressdo e propagacdo da
infeccdo (DANNENBERG, 1991; PARK, J. S. et al, 2006; LESLEY;
RAMAKRISHNAN, 2008; ORME, 2014).

Além disso, o granuloma ndo € uma estrutura estatica, onde as células se
aglomeram e permanecem imoveis. E uma estrutura altamente dindmica, gerada em um
microambiente inflamatdrio, onde as células do hospedeiro estdo em constante interacdo
umas com as outras e com Mtb (LESLEY; RAMAKRISHNAN, 2008; OTTENHOFF,
2012; RAMAKRISHNAN, 2012). Neste contexto, durante a formacdo do granuloma,
observamos que enquanto a resposta imune do hospedeiro tenta induzir protecdo, Mtb
promove mecanismos capazes de expandir a infeccdo utilizando-se desta resposta
podendo gerar a TBIL ou o desenvolvimento da doenca ativa (DAVIS;
RAMAKRISHNAN, 2009; OTTENHOFF, 2012).

Apesar dos fagdcitos serem as primeiras células que entrardo em contato com Mtb
no pulmdo iniciando a resposta imune, ndo ha evidéncias de sua atuagcdo no sucesso da
resposta imune que consegue conter o bacilo e manter a infecgdo latente. Esta resposta é
comprovadamente uma resposta imune celular mediada por linfécitos (OTTENHOFF,
2012). Entretanto, a acdo de algumas células, é fundamental para direcionar a resposta
imune, como é o caso dos macrofagos que exibem diversas propriedades bioquimicas que
influenciam na imunopatologia da TB (REDENTE et al.,, 2010; ERNST, 2012;
OTTENHOFF, 2012).

Durante o desenvolvimento da infecgdo, Mtb reside principalmente dentro dos

macrofagos, células que exercem uma potente atividade antimicrobiana intercedida por
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hidrolases acidas, mediadores da oxidacdo (ex. intermediarios reativos do oxigénio e do
nitrogénio) e peptideos catibnicos (ex. catelecidina) que podem promover a morte da
micobactéria (NICHOLSON et al., 1996; RAJA, 2004). Evidéncias experimentais
mostram a importancia da explosdo oxidativa na defesa de macrofagos na TB humana
(FLESCH; KAUFMANN, 1987; FLYNN; CHAN, 2001; PODINOVSKAIA et al., 2013).
Adicionalmente, conforme descrito anteriormente, as citocinas e quimiocinas
produziadas por macrofagos ativados recrutam outras células para o sitio de infeccéo
promovendo uma habil resposta contra Mtb. Porém, além destes, células dendriticas,
neutrdfilos e células NK compartilham desses processos (FLYNN; CHAN, 2001).

As células dendriticas capturam os bacilos no interior dos pulmdes e migram para
os linfonodos drenantes mais proximos onde ocorre a apresentacdo de antigenos
micobacterianos a células T virgens (SAUNDERS; COOPER, 2000; WOODWORTH et
al., 2011), iniciando a ativacdo da resposta imune adaptativa com efetiva participacdo dos
linfocitos TCD4+ auxiliares (Th), TCD8+ citotdxicos (Tc) e dos linfécitos B
(MAZZACCARO et al., 1998; COOPER, 2009; TORRADO; COOPER, 2011). Além
disso, as células T ndo convencionais (T CD1 restritas e Tyd) e os linfocitos B possuem
especificidade para antigenos ndo proteicos e podem ser ativadas por outros mecanismos
(BARNES et al., 1992; STENGER; NIAZI; MODLIN, 1998). A partir dai, as células
efetoras diferenciadas especificas para antigenos de Mtb migram através do sangue
seguindo um gradiente de concentracdo de quimioatraentes e receptores de membrana até
o sitio de infec¢do para combater o agente invasor (OTTENHOFF, 2012).

A ativacéo das células frente ao Mtb assim como o dano tecidual gerado no local
da resposta culmina com a producdo de uma série de moléculas que caem na corrente
circulatéria promovendo diferentes mecanismos de acdo na imunopatologia da TB.
Dentre essas moléculas encontram-se fatores de crescimento, produzidos principalmente
por células endoteliais, que promovem a sobrevivéncia e diferenciacdo celular. Além
destes, citocinas e quimiocinas sdo produzidas abundantemente promovendo a ativacgéo,
diferenciacédo, inibicdo celular ou até mesmo aumento da expressdo de moléculas de
adesdo, resultando em um influxo cada vez maior de células para o local da infecgdo
(FLYNN; CHAN, 2001; ERNST, 2012; OTTENHOFF, 2012).

O microambiente inflamatdrio gerado em resposta aos antigenos de Mtb
associado aos sinais gerados pelas células da imunidade inata pode induzir a
diferenciacdo em subpopulacdes de células T distintas com fungdes especificas. Essa

polarizacdo serd determinada por eventos de sinalizacdo intracelulares, que ativardo
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fatores transcricionais, assim como por mecanismos epigenéticos (WEI et al., 2009;
ARENS; SCHOENBERGER, 2010). A diferenciacdo dessas células possui certa
plasticidade que permite que uma célula ja diferenciada em determinada subpopulacéo
celular, mude o seu aparato de ativacdo intracelular e se diferencie em outra
subpopulagdo, por acdo de outras citocinas presentes no local da ativagdo. A agédo das
diferentes supbpopulacgdes celulares na resposta imune pode contribuir diretamente para a
patogénese da doenca e ainda determinar a sua evolugéo.

Sabe-se que as células T auxiliares (Th) apresentam diferenciagdo em
subpopulagdes com as mais distintas fungfes nas respostas imunes frente a diferentes
patégenos (ZHOU; CHONG; LITTMAN, 2009). Assim como as células Th, as células
Tc também apresentam plasticidade e se diferenciam em subpopulagdes produtoras de
citocinas com funcdes especificas (ARENS; SCHOENBERGER, 2010). Na
imunopatologia da TB, as subpopulagdes de células Th tém sido bem descritas e
caracterizadas (RIBEIRO-RODRIGUES et al., 2006; SILVA et al., 2014b). Entretanto,
muito ainda deve ser estudado acerca da inducdo de diferentes subpopulagdes de células
Tc na TB, especialmente em humanos.

O fato de que os antigenos de Mtb sdo apresentados preferencialmente pela via de
MHC de classe 11, na qual somente células Th reconhecem, fez com que as células Tc
fossem deixadas de lado durante muito tempo. Entretanto a necessidade de matar
eficientemente células infectadas com Mtb associada a descoberta da apresentacdo
cruzada e da capacidade que alguns antigenos apresentam de evadir do fagolisossomo
para o citosol da célula fez com que as células Tc passassem a receber maior atengdo
(WOODWORTH; WU; BEHAR, 2008).

Os linfécitos Tc contribuem de maneira significativa na resposta imune ao Mtb,
através do reconhecimento de antigenos pela via de MHC de classe | que culmina com
sua ativacdo e consequente destruicdo de células infectadas. Os mecanismos de
destruicdo das células infectadas por linfocitos Tc baseiam-se na liberacdo de granulos
contendo moléculas citotdxicas que possuem a capacidade de formar poros na membrana
das células hospedeiras (perforinas) e provocarem a morte das células infectadas
(granzimas e granulisinas) (WOODWORTH; WU; BEHAR, 2008; BEHAR, 2013). Ja foi
comprovado que a inducdo da morte do Mtb é dependente deste mecanismo (STENGER
etal., 1997).

Além disso, estas células possuem a capacidade de induzir apoptose através da

expressao da molécula de superficie CD95L (FasL) que se liga ao CD95 (Fas) das celulas
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infectadas, induzindo apoptose (WOODWORTH; WU; BEHAR, 2008). Outro
mecanismo adicional de inducdo de morte celular pelos linfcitos Tc é a expressdo do
TNFR, que possui funcdo analoga ao TNF-o (BEHAR, 2013). Porém tem sido descrito
gue estes mecanismos ndo sdo suficientes para destruicdo do Mth (STENGER et al.,
1997; RAJA, 2004). Concomitantemente a estes processos, as células citotoxicas
produzem citocinas, que promovem a ativacdo de outras populacGes celulares,
contribuindo para o combate ao Mtb (COLLINS; KAUFMANN, 2001; FLYNN; CHAN,
2001; HARARI et al., 2011a; ROZOT et al., 2013). Porém o real papel das células Tc na
imunidade contra TB permanece controverso e na TB humana, tem sido pobremente
estudado.

As primeiras células TCD8+ produtoras de citocinas descritas na TB foram as
células Tcl (TCD8+IFN-y+) com funcgdes semelhantes as células Thl na imunologia da
tuberculose que s&o mediadas pelo IFN-y (COLLINS; KAUFMANN, 2001; RAJA,
2004). Estudos tém mostrado que pacientes com tuberculose ativa apresentam maior
porcentagem de células Tcl no sangue periférico e no lavado brongueoalveolar
(BARCELOS et al., 2006; WU, Y. E. et al., 2009), confirmando a inducdo e a
importancia dessa subpopulacdo na resposta imune a Mtb. Além disso, na auséncia de
células TCD4+, as células TCD8+ aumentam a sua producdo de IFN-y e sua funcédo
citotoxica para responder a infeccdo micobacteriana (STENGER et al., 1997). A
importancia da imunidade protetora de células TCD8+ é evidenciada em estudos com
pacientes portadores do virus HIV que apresentam robusta resposta imune destas células
para evitar o desenvolvimento da doencga ativa em individuos que apresentam a infeccao
latente (SHAO et al., 2008).

Posteriormente, constatou-se que estas células teriam a capacidade de produzir
outras citocinas além do IFN-y, como o TNF-a ¢ a IL-2, caracterizando as células
polifuncionais TCD8+ (DAY et al., 2011). Além destas, novas subpopulacGes de células
TCD8+ vém sendo descritas. A subpopulacdo de células Tcl7 (TCD8+IL-17+) foi
recentemente descrita em individuos sadios (KONDO et al., 2009) e na tuberculose
pleural (LI et al., 2013). Porém, esta subpopulacdo celular ainda ndo foi estudada em
individuos com tuberculose extrapulmonar, pulmonar ativa ou com TBIL. Em modelo
murino, esta subpopulacdo ja foi descrita em uveite autoimune, cancer e esclerose
multipla, apresentando forte participacdo na patogénese da doenca avaliada e também um
potencial inflamatorio, com a capacidade adicional de matar células infectadas atraves da
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producdo de moléculas citotoxicas (PENG et al., 2007; NAM et al., 2008; TZARTOS et
al., 2008).

As células TCD8+ foram primariamente descritas como tendo habilidade
imunossupressora (GERSHON et al., 1971), entretanto, a funcdo reguladora de células
TCD4+ ganhou maior destaque, uma vez que esta encontra-se mais abundante. Apesar
disso, muitos estudos tém descrito e estabelecido fungdes reguladoras as células TCD8+
mediadas pelas suas citocinas produzidas (GILLIET; LIU, 2002; SARANTOPOULOS;
LU; CANTOR, 2004; XYSTRAKIS et al., 2004). Evidéncias sugerem a participacao
dessas células na regulacdo da resposta imune a TB através da produgdo de citocinas
como a IL-10, que é uma citocina reguladora que atua inibindo a ativacdo de outras
células (FONTENOT; GAVIN; RUDENSKY, 2003; DE ARAUJO-FILHO et al., 2008).
Além destas, novas subpopulacdes de células Tc vem sendo descobertas (LIU, Y. et al.,
2014). Evidenciar subpopulagdes de células TCD8+ com potencial regulador na
imunologia da tuberculose pode ajudar a elucidar os mecanismos imunolégicos
envolvidos na imunopatologia da doenca uma vez que a resposta imune reguladora pode
interferir no mecanismo de protecéo instalado para combater a infeccéo.

Uma vez que nos deparamos com as mais variadas formas extrapulmonares de
TB, a resposta imune é diferent de acordo com o local da infeccdo. Entretanto, em alguns
casos, como a TB miliar, a avaliacdo passa a ser sistémica, pois a predi¢do do local de
infeccdo fica comprometida.

Apesar de todo o aparato imunolégico montado para combater o bacilo, este
interfere nos mecanismos de defesa do hospedeiro através de inmeros mecanismos de
evasdo e isto pode ser crucial para a sobrevivéncia de Mtb nas células (DAFFE;
ETIENNE, 1999). Mtb utiliza diferentes estratégias para escapar da resposta imunoldgica
no individuo infectado, seja através de acdes que dificultam a apresentacdo de antigenos,
do bloqueio de fungBes vitais das células até a inibicdo de vias de sinalizacdo
intracelulares e da inducgé@o de morte celular (SIBLEY et al., 1988; CHATTERJEE et al.,
1991; HMAMA et al., 1998; MOHAGHEGHPOUR et al., 1998; DAFFE; ETIENNE,
1999; COLLINS; KAUFMANN, 2001; LIMA et al., 2001; ULRICHS; KAUFMANN,
2006). Todos os meios de evasdo que Mtb possui garantem maior disseminacéo do bacilo
e confluem em mecanismos chaves que permitem instalar a infec¢do, culminando com o
desenvolvimento da doenca ativa (OTTENHOFF, 2012).
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2.4 Tuberculose infeccéo latente

A tuberculose infeccdo latente (TBIL) é definida pela presenca de uma resposta
imune especifica ao Mtb na auséncia de manifestacoes clinicas da doenca. Entretanto nao
se sabe se esta resposta existe devido a presenca do bacilo vidvel no organismo ou se a
resposta se manteve ap6s a erradicacdo de Mthb (BARRY et al., 2009; YOUNG;
GIDEON; WILKINSON, 2009). Existem varios estudos que comprovam a persisténcia
do bacilo caracterizando a TBIL. Pesquisadores ja confirmaram a presenca de DNA
micobacteriano em mdmias do Egito antigo (CAVE et al., 1991; KONOMI et al., 2002;
ZINK et al., 2002), em fosseis na Africa que datam de 15.000 anos (DANIEL, 2006) e
em células endoteliais, fibroblastos e pneumdcitos do tipo Il de tecido pulmonar de
individuos sadios de area endémica para a TB (HERNANDEZ-PANDO et al., 2000).
Gedde-Dahl (1952) demonstrou que individuos infectados, caracterizados como prova
tuberculinica positiva e que apresentavam alteracdes radiograficas de lesdes pulmonares
semelhantes a TB, desenvolveram a doenca ativa durante um periodo de
acompanhamento de 7 anos (GEDDE-DAHL, 1952). A partir dai, estudos em modelos
animais e em individuos (pés-mortem) que ndo apresentavam sinais nem sintomas
sugestivos de TB auxiliaram na demonstragao da persisténcia do bacilo sem manifestacao
da doenca ativa (OPIE, 1927; ROBERTSON, 1933; FELDMAN; BAGGENSTOSS,
1938).

Durante a TBIL o sistema imune do hospedeiro é capaz de conter os bacilos num
estado persistente de ndo replicacdo onde a evolugdo da infeccdo depende dos resultados
da interacdo entre o hospedeiro e o bacilo. Ao penetrarem no tecido pulmonar, os bacilos
conseguem sobreviver nos macrofagos alveolares através de varios mecanismos de
escape permanecendo em um estado de dorméncia (HERNANDEZ-PANDO; OROZCO;
AGUILAR, 2009). As interacGes decorrentes do reconhecimento do Mtb pelas células do
sistema imune resultam na formacdo do granuloma. E a persisténcia dos bacilos viaveis
no interior dos granulomas é a principal caracteristica da TBIL. Estima-se que 2 bilhdes
de pessoas no mundo todo sdo portadoras latentes de Mth e destas cerca de 2 — 5%
poder&o sofrer reativagdo e culminar no desenvolvimento da doenca ativa (DYE et al.,
1999).

A presenca ou ndo de atividade metabolica do bacilo durante a TBIL sempre foi
guestionada. O estado quiescente em que o bacilo se encontra leva a crer que seu

metabolismo estaria suprimido, devido as condi¢des no microambiente. O pH baixo, 0

32



estresse gerado pela explosdo oxidativa, a escassez de nutrientes, a deplecéo de oxigénio
e a limitacdo de ferro seriam fatores que levariam o Mtb a permanecer em um estado
quiescente (WAYNE, 1994; BETTS et al., 2002; OHNO et al., 2003; PARK, H. D. et al.,
2003). Portanto, acreditava-se que a TBIL correspondia a um estado no qual a infeccéo
por Mtb foi contida, sem a erradicacéo total do bacilo, que deteria a habilidade de sair do
estado de dorméncia e promover o desenvolvimento de TB ativa quando o sistema imune
do hospedeiro sofresse algum tipo de supressdo (ULRICHS; KAUFMANN, 2006).

Entretanto, apds o sequenciamento completo do genoma do Mtb (H37Rv),
observou-se que este apresenta sistemas complexos capazes de realizar operagdes
metabdlicas mesmo durante o estado de laténcia (COLE et al., 1998). Pesquisas
realizadas com a anélise da expressdo de RNA de Mtb em escarro de pacientes com TB
ativa e em pulmdes de camundongos infectados cronicamente com Mtb revelaram que
ocorrem mudangas na expressao génica do bacilo para sua adaptacdo aos ambientes
hostis, com um aumento da expressdo dos genes da regido Dos-R (programa genético de
regulacao de Mtb), dos genes envolvidos nas vias de utilizacdo de lipideos como fonte de
energia e regulacdo negativa dos genes envolvidos no metabolismo aerébio e na
proliferacdo quando Mtb estava em estado néo replicativo (TALAAT et al., 2007;
GARTON et al., 2008). A partir de todos ests estudos, observa-se que o bacilo e o
sistema imune do hospedeiro estdo em dindmica interacdo durante a infeccédo latente nos
individuos imunocompetentes (CARDONA, 2009).

A constatacdo da TBIL se da pela resposta imune ao bacilo por meio do teste da
prova tuberculinica (PT), também conhecido como reacdo de Mantoux, que avalia a
presenca de linfécitos T de memoria através da reacdo de hipersensibilidade tardia a um
conjunto de antigenos purificados da cultura do complexo Mtb, conhecido como PPD
(derivado proteico purificado) (MENZIES, 1999). Novos testes tém sido pesquisados na
tentativa de evidenciar a TBIL tanto em individuos imunocompetentes quanto naqueles
imunodeprimidos (TANNUS SILVA et al., 2012; COSTANTINO et al., 2013).

Por conseguinte, na TBIL ndo ha doenca aparente, a bactéria ndo estid se
replicando e tem baixa atividade metabodlica, traducional e transcricional. H& um
equilibrio entre o hospedeiro e o bacilo, sendo que, em resposta a infec¢do o individuo
desenvolvera uma resposta imune que essencialmente impede a doenca de evoluir para
sua forma ativa e a bactéria continuamente se evade da eliminacéo, logo, esse equilibrio €
capaz de prevenir a ativacdo da doenca, na maioria dos individuos latentes, por toda a
vida (FLYNN; CHAN, 2001; LIN; FLYNN, 2010).
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As interacGes entre as células do hospedeiro e os antigenos de Mtb na TBIL tém
sido estudadas na tentativa de evidenciar quais mecanismos imunes estariam envolvidos
com o processo de transicdo da infeccdo latente para a doenca ativa. Tem sido descrito
gue hd um aumento na freqiéncia de células Thl especificas e T reguladoras em
individuos com TBIL (HERZMANN et al., 2012) e uma resposta reduzida de células
Th17 estd associada com a evolucédo clinica na infeccdo por Mth (CHEN et al., 2010).
Além disso, existe um equilibrio entre o crescimento bacteriano e a patologia gerada
pelos processos inflamatorios, resultando na laténcia (LIN; FLYNN, 2010; GIDEON;
FLYNN, 2011).

2.5 Diagnostico da tuberculose

O diagnoéstico da TB ativa baseia-se em exames clinicos, radioldgicos e
laboratoriais, onde a identificacdo do bacilo em espécimes do trato respiratorio (TB
pulmonar) ou de outros sitios de infeccdo (TB extrapulmonar) confirma o diagndstico
laboratorial. O exame clinico é o primeiro a ser realizado, onde o individuo € avaliado de
acordo com os possiveis sinais e sintomas da doenca que consistem em febre, sudorese
noturna, emagrecimento, mal-estar e tosse com ou sem escarro durante 2-3 semanas.
Posteriormente a pessoa pode apresentar expectoracdo sanguinea purulenta e caquexia.
Apdbs suspeita, o primeiro teste a ser realizado € o raio-X do térax seguido da
baciloscopia e posteriormente de outros testes confirmatérios ou acessorios no
diagndstico, tais como a cultura e a prova tuberculinica (CONDE et al., 2009;
GONZALEZ-MARTIN et al., 2010).

A radiografia do torax avalia as mudancas estruturais que correspondem a
patogénese da TB que ocorreram no pulmao apo6s o desenvolvimento da doencga ativa. Os
principais achados s&o infiltrados parenquimatosos ou opacidades, linfadenopatia,
atelectasia segmentar, condensacdo broncopneuménica, cavitacdo, granuloma com
calcificacdo, fibrose, derrame pleural e TB miliar, que juntos ou isolados procedem a um
resultado sugestivo de TB. Em alguns casos, o resultado da radiografia de torax pode ser
atipico, sendo necessario realizar outra técnica para sugerir a TB. Embora ndo seja um
resultado especifico, a radiografia reflete fielmente as alteracGes ocorridas em resposta a
imunidade celular e por isso € utilizado no diagnéstico da TB pulmonar, embora seja
necessario outro teste confirmatério (LEUNG, 1999; MADUSKAR et al., 2013).
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A prova tuberculinica (PT) é o teste padrdo utilizado no diagndstico da infecgéo
por Mtb em individuos sadios (WHO, 2013). Consiste na aplicacdo intradérmica do
derivado proteico purificado (PPD) e na avaliacdo da imunidade mediada por células na
forma de hipersensibilidade tardia gerada em resposta aos antigenos presentes no PPD
(MENZIES, 1999). Esta técnica também é amplamente utilizada na triagem de TBIL em
populacbes susceptiveis ao desenvolvimento da TB ativa (RABAHI et al., 2007; REIS et
al., 2011; SILVA et al., 2014b). Entretanto, esta técnica possui algumas limitagdes, uma
vez que o PPD é constituido por antigenos comuns do Mtbh, do M. bovis BCG e de
micobactérias ambientais, gerando baixa especificidade em paises onde ha a vacinacao
com o BCG e a exposicdo a micobactérias ambientais e baixa sensibilidade em
individuos imunocomprometidos (PAI;, ZWERLING; MENZIES, 2008; RUIZ-
MANZANO et al., 2008). Apesar de todas as intercorréncias que envolvem a PT, ela
ainda é amplamente utilizada especialmente aqui no Brasil (MS, 2011).

A baciloscopia € uma técnica rapida, facil e acessivel no diagndstico da TB,
entretanto apresenta uma sensibilidade muito variavel (30-80%) podendo comprometer o
diagnostico de individuos infectados com baixa carga bacilar que frequentemente
apresentam resultado negativo (STEINGART et al., 2006). Consiste na pesquisa do
bacilo no escarro por meio da coloragdo de Ziehl-Neelsen onde os bacilos sdo contados
em varios campos da lamina e os valores sdo expressos de acordo com carga bacilar do
paciente (DE KANTOR, 2011). Outro tipo de coloracdo que pode ser usada é a com
auramina-rodamina fluorescente, que apresenta menor tempo de leitura e acurdcia
semelhante a da coloracdo de Ziehl-Neelsen. Entretanto seu custo é mais elevado e
necessita de profissionais capacitados para sua realizacdo (CONDE et al., 2009). O
resultado também é expresso de acordo com a carga bacilar (GONZALEZ-MARTIN et
al., 2010). A baciloscopia também é utilizada para monitorar a eficacia do tratamento,
uma vez que a carga bacilar reduz com o tratamento efetivo (CONDE et al., 2009;
PARIDA, 2012; KIK et al., 2014). Vale ressaltar que a carga bacilar pode influenciar a
resposta imune induzida pelo individuo (DAY et al., 2011; JURADO et al., 2012).

A cultura da micobactéria deve ser realizada em todos os individuos com suspeita
de TB, uma vez que e considerado o teste padrdo ouro no diagndstico dessa doenca.
Apresenta grande sensibilidade e sua realizacdo ainda possibilita a identificacdo da
espécie causadora da doenca e a avaliagdo da sensibilidade a antibidticos. O principal
inconveniente do teste de cultura é a sua lentiddo na obtencdo dos resultados,

determinados pelas caracteristicas metabolicas do patogeno (DORMAN, 2010). Pode ser
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realizada tanto em meios sélidos quanto em meios liquidos, entretanto é recomendada
sempre a realizagdo do teste nos dois tipos de meio de cultura, pois 0os meios liquidos
podem apresentar resultados falso-negativos (LEUNG, 1999; RISHI et al., 2007).

Para tentar superar os problemas encontrados com a utilizacdo da PT na
identificacdo de TBIL, diferentes testes tém sido desenvolvidos. Dentre eles, testes que se
baseiam na imunidade celular chamados de IGRAs (interferon gamma release assays)
tém sido amplamente pesquisados. Tais testes baseiam-se na deteccdo do IFN-y por
células T estimuladas com os antigenos ESAT-6 e CFP-10. Estdo disponiveis
comercialmente para fins de pesquisa dois IGRAs: 0 T-SPOT.TB (Oxford Immunotech,
Abingdon,UK) e o QuantiFERON-TB Gold In-tube, (Cellestis Ltd, Carnegie, Australia)
que se baseiam nas técnicas de ELISPOT e ELISA para deteccdo do IFN-y,
respectivamente (PAl; ZWERLING; MENZIES, 2008; COSTANTINO et al., 2013). Os
IGRAs tém mostrado resultados contraditorios em paises com alta prevaléncia da doenga,
como o Brasil, onde o custo destes testes ainda é alto, pois apresentam sensibilidade
reduzida, com desempenho semelhante a PT (DHEDA et al., 2009; MARQUES et al.,
2009).

Um teste rapido desenvolvido recentemente, o GeneXpert MTB/RIF, foi inserido
na pratica diagnostica dos centros de saude ano passado em 92 cidades do pais (SVS/MS,
2014). Este teste baseia-se na técnica da reacdo em cadeia pela polimerase que detecta
simultaneamente Mtb e resisténcia a rifampicina no escarro dos pacientes suspeitos
(ZEKA; TASBAKAN; CAVUSOGLU, 2011). Além de fornecer vantagem no tempo e
na precisdo do diagnostico, 0 GeneXpert MTB/RIF determinara o medicamento a ser
prescrito ao paciente, reduzindo os casos de morte por bactérias multidroga-resitentes. O
resultado do teste é obtido em duas horas e possui uma sensibilidade estimada de 99%.
Entretanto, a sensibilidade pode estar reduzida em individuos com baixa carga bacilar e é
um teste que exige profissionais treinados para sua realizacdo (BODMER; STROHLE,
2012).

O diagnéstico da TB ativa baseado nos testes da radiografia de térax e na
baciloscopia ou no GenXpert, podem garantir um eficiente diagnéstico da doenca, com
indicacdo imediata do tratamento correto. Ja o diagnostico da TBIL permanece complexo
e cheio de complicagcbes, especialmente na triagem de individuos com doencas
autoimunes que iniciardo terapia imunossupressora. Portanto, o desenvolvimento de

novos testes diagnosticos para TBIL ainda é foco de muitos estudos.
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3. JUSTIFICATIVA

A TB possui prevencédo, diagndstico, tratamento e 0 mais importante cura, mas
ainda é uma doenca que consegue se perpetuar e matar milhdes de pessoas no mundo
todo, principalmente capacidade que Mtb possui de evadir do sistema imune e causando a
infeccdo latente. SO no Brasil possui um coeficiente de mortalidade de 3,8/100.000
habitantes com estimativa de cerca de 50 milhdes de pessoas infectadas pelo bacilo da
TB (SVS/MS, 2013). Todos esses fatores fazem desta doenga uma prioridade da OMS na
tentativa de controlar sua disseminagéo.

Apesar do vasto conhecimento da imunopatologia desta infeccdo muito ainda
precisa ser elucidado, especialmente no que se refere as células TCD8+, pois sdo celulas
essenciais na resposta imune contra Mtb, uma vez que promovem a morte de células
infectadas e ainda produzem citocinas que contribuem para a ativacdo de outras células.
Portanto, torna-se crucial os estudos basicos que completem as lacunas do conhecimento
da resposta imune induzida frente a este patdgeno nas mais variadas formas de TB
(extrapulmonar, pulmonar ativa e latente). A analise da interacéo das células TCD8+ com
Mtb pode esclarecer mecanismos imunoldgicos da doenca facilitando o entendimento da
sua patogenia e permitindo compreender o processo de instalacdo da infeccdo, uma vez
que estas células estdo envolvidas na eliminacdo eficaz dos bacilos através da morte de
células infectadas, contribuindo assim para esclarecer mecanismos de interagcdo entre o
patdégeno e o hospedeiro e permitir o desenvolvimento de novos alvos bioldgicos para
combater o bacilo.

Dentro deste contexto, a avaliacdo e caracterizacdo de fatores imunes relacionados
com a interacdo entre Mtb e hospedeiro torna-se crucial, especialmente no entendimento
do desenvolvimento da doenca ativa ou na sua laténcia. A andlise de citocinas e suas
diferentes acGes no microambiente inflamatorio assim como sistemicamente, pode
revelar possiveis analogias que contribuirdo para discernir o que pode ser benéfico ou
maléfico para o individuo infectado durante o tratamento e colaborar para avangos

tecnoldgicos no combate ao controle de disseminacdo da doenca.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral:
Caracterizar a resposta imune especifica de células TCD8+ e citocinas na
tuberculose cutanea, pulmonar ativa e latente.

4.2 Objetivos especificos:

- Avaliar a resposta imune de subpopulagdes funcionais de células TCD8+ especificas
ao antigeno recombinante MPT51 de Mth em pacientes com TB, individuos com

TBIL e controles sadios por citometria de fluxo;
- Avaliar a resposta imune de subpopulagdes funcionais de células TCD8+ especificas

ao antigeno recombinante MPT51 de Mtb em um paciente com TB cutanea por

citometria de fluxo;
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Populagéo de estudo

Os estudos aqui apresentados foram realizados em 73 individuos que incluiram 36
pacientes com tuberculose pulmonar ativa (média de idade= 41,8+14,7 anos), um
paciente com tuberculose cutanea (50 anos) e 36 controles sadios pareados por sexo e
idade aos pacientes com TB recrutados durante o periodo de 2009 a 2012 nos municipios
de Goiania e Aparecida de Goiania, em Goias. Tais estudos foram aprovados pelo Comité
de Etica em Pesquisa Médica Humana e Animal do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Goids de acordo com o processo HC/UFG n. 055/2009
(ANEXO 1). Os pacientes foram recrutados no Hospital de Doengas Tropicais Anuar
Auad, no Hospital das Clinicas de Goiania e no CAIS Jardim Nova Era, independente da
etnia ou do sexo. O periodo de tratamento de todos os pacientes recrutados foi de seis
meses apartir do diagndéstico, no qual todos os pacientes negativaram o exame da
baciloscopia.

Os critérios de inclusdo utilizados para os pacientes com TB foram: diagnéstico
de tuberculose confirmado por baciloscopia e radiografia de térax positiva ou cultura
positiva para M. tuberculosis e tratamento iniciado em até 15 dias. Os individuos sadios
foram recrutados aleatoriamente no bairro do paciente fonte ou no Instituto de Patologia
Tropical e Saude Publica/lUFG e classificados quanto a resposta a prova tuberculinica
(PT), conforme preconizado pela Organizacdo Mundial de Satde (WHO, 2013). Critérios
de exclusdo adotados para todos os grupos foram: individuos menores de 18 anos,

gravidas e portadores de imunodeficiéncias ou infectados pelo HIV.

5.2 Realizacdo da prova tuberculinica

Depois de preenchido e assinado o termo de consentimento livre e esclarecido

(ANEXO 2) foi aplicado um questionario para coleta de dados socio-epidemiolégicos
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(ANEXO 3) de todos os individuos incluidos no estudo. Em seguida, todos os controles
sadios foram submetidos a prova tuberculinica (PT) para permitir a classificagdo em
individuos PT negativa ou PT positiva (TBIL). O teste consistiu na aplicacdo
intradérmica de 100 puL de PPD RT-23551 (Statens Serum Institut, Copenhagen,
Denmark) no antebraco esquerdo de cada participante (técnica de Mantoux). A leitura da
enduracdo cutanea foi realizada 72 horas ap6s a aplicacdo e os resultados foram
expressos em milimetros. Controles sadios que apresentaram enduracdo cutanea com
diametro > 10 mm (n=13) foram classificados como PT positivos (TBIL), conforme
preconizado pela OMS (WHO, 2013).

5.3 Coleta das amostras

Amostras de sangue periférico foram obtidas por puncdo intravenosa a Vvacuo
através da coleta de 20 mL de sangue em tubos Vacuntainer contendo ou ndo heparina
(Becton & Dickinson) de todos os individuos incluidos no estudo. Todo o material
utilizado era descartavel e o procedimento de coleta de sangue seguiu as normas de
biosseguranca padronizadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Foram
obtidos o plasma (sangue contendo heparina) e o soro (tubo seco) ap6s centrifugacao das
amostras de sangue a 2000 rpm por 5 minutos a 6°C. Ambos foram alicotados em tubos
eppendorfs contendo 200uL cada e armazenados a -80°C para posterior realizacdo dos
ensaios de quantificacdo de IL-6. Todo o procedimento de separacdo das amostras, desde

a coleta ao armazenamento, foi realizado no gelo.

5.4 Obtencao de células mononucleares do sangue periférico

Células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram isoladas por
centrifugagcdo em gradiente de densidade com Ficoll-Paque Plus (Amersham Bioscience,
Upsla, Sweeden). O sangue total coletado com heparina foi diluido em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS 0,9% esteril) na proporcdo de 1:1 e em seguida pipetado
cuidadosamente em 3 vezes o volume em solugdo de Ficoll-Paque Plus (Amersham
Bioscience, Upsla, Sweeden) em um tubo de poliestireno tipo Falcon 50mL (TPP,
Switzerland) sendo, posteriormente centrifugado a 1000 xg por 20 minutos a 23°C
formando assim uma interface entre os liquidos (anel branco). O anel de células

mononucleares foi coletado usando pipeta Pasteur e transferido para um novo tubo de
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poliestireno tipo Falcon 15 mL (TPP, Switzerland). Para lavagem do mesmo, foi
adicionado 12mL de PBS 0,9% estéril e decorrido o periodo de centrifugacdo de 10
minutos a 1000 xg a 4°C o sobrenadante foi desprezado e o sedimento celular foi
ressuspendido em 1mL de meio RPMI completo (RPMI Médium 1640 GIBCO™ +
0,15% de Bicabornato de sodio, 10% de soro bovino fetal, 1% de L-glutamina 200mM
SIGMA®, 1% de Penicilina-estreptomicina SIGMA®, 1% de Piruvato de sédio SIGMA®,
1% de Amino4cidos ndo essenciais 100X SIGMA®). A quantificacdo das células foi
determinada apds contagem em camara de neubauer utilizando o corante tuerk e
alicotadas em 2 tubos contendo a mesma concentragdo celular. Uma alicota foi
ressuspendida em 2mL de meio RPMI completo para realizacdo dos ensaios de cultura
celular e a outra alicota foi ressuspendida em SBF 10% e DMSO para armazenamento a -
80°C.

5.5 Antigeno Protéico

Foi utilizado o antigeno proteico recombinante MPT51 (rMPT51) produzido no
Laboratério de Imunopatologia das Doencas Infecciosas do Instituto de Patologia
Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de Goids, desenvolvido a partir da
proteina de Mth. A purificacdo da mesma foi realizada em condi¢Ges desnaturantes
utilizando o kit (Qiagen, Germany). Para isto, uma cultura de E. coli expressando
rMPT51 foi crescida em meio LB. O sedimento celular foi ressuspendido em 8mL de
tampéo de lise desnaturante (6 M guanidine HCI, 20 mM sodium phosphate, pH 7.8, 500
Mm NaCl). Apos a lise foi tranferido para coluna Ni-NTA e ap6s processo de lavagem, a
proteina recombinante foi eluida com tampéo de eluicdo (8 M urea, 20 MM Na2HPO4,
500 mM NacCl, 500 mM imidazole, pH 4.0). O produto da purificacdo foi avaliado em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE). A concentracdo de proteina obtida foi determinada em
NanoDrop 2000 Thermo Scientific.

5.6 Cultura e estimulacéo das células

PBMC foram cultivadas na presenca do antigeno recombinante MPT51 (2ug/ml)
para posterior ensaio de citometria de fluxo. As células foram adicionadas em placas de
cultura celular de poliestireno de 96 pocos (Cell Wells™ ) em um volume de 200yl

(2x10° células por poco). A concentracéo celular foi ajustada apds a contagem em camara
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de neubauer utlilizando o corante liquido de tuerck. As células foram também cultivadas
na auséncia de estimulo (MEIO) e ou estimuladas com PHA (Phytohemagglutinin
GibcoBRL Cat. N° 10576-015 Life Technologies™) na concentragdo de 2ug/ml, como
controle positivo. As células foram cultivadas e estimuladas durante 4 (ex vivo) ou 90
horas (in vitro) em estufa a 5% de CO; na temperatura de 37°C na presenca de anti-CD3

(1ug/ml) (eBioscience — clone OKT3).

5.7 Citometria de fluxo de células TCD8+

Apbs 90 horas de cultura, as células foram tratadas com monensina (Golgi Stop
BD™) e incubadas por 4-6 horas a em estufa a 5% de CO, na temperatura de 37°C. Em
seguida as células foram centrifugadas a 2000 xg por 10 minutos a 23°C. Apos retirado o
sobrenadante, cuidadosamente, foram acrescentados 200uL de PBS azida sédica em cada
poco das placas de cultura celular e estas foram incubadas por 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi cuidadosamente desprezado e foram adicionados 5uL de cada anticorpo
monoclonal de superficie celular, seguindo a marcagdo de cada painel conforme quadro
1. Foram utilizados controles de isotipos em cada experimento (IgG). Apds incubacdo
por 30 minutos a 4°C na auséncia de luz, as suspensdes celulares foram tratadas com PBS
paraformaldeido 0,4%, azida sodica 0,1% por 15 minutos a 4°C na auséncia de luz.
Depois de centrifugadas a 5000 xg por 10 minutos, 100uL de Saponina (Perma/Wash™
Buffer 10x stock, BD, Bioscience) foram adicionados a cada pogo da placa de cultura
celular e as células foram incubadas por 15 minutos a 4°C na auséncia de luz. Apds
centrifugacdo a 5000 xg por 10 minutos a 4°C, foram adicionados 5ul de cada anticorpo
monoclonal para marcacdo intracelular, seguindo os painéis conforme quadro 1. Todos 0s
anticorpos utilizados eram da eBioscience ou da BD Pharmingen. As células foram
incubadas por 30 minutos a 4°C na auséncia de luz e em seguida foi acrescentado perm
wash 1X, centrifugando em 5000 xg por 10 minutos a 4°C. As células foram
ressuspendidas em PBS, azida sodica 0.1%. As aquisi¢Oes foram realizadas em citometro
de fluxo (BD FACS Canto Il, San Jose, California) na FARMATEC/UFG.

O tratamento das células avaliadas no ensaio ex vivo seguiu 0 mesmo protocolo,
sem o tratamento com monensina, entretanto para marcacdo foram utilizados os
anticorpos de acordo com o painéis descritos no quadro 2. Para obten¢do do ndmero

absoluto de células TCD8+ no sangue periférico dos individuos estudados, a
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porcentagem de cada uma dessas subpopulagdes foi multiplicada pelo total de leucdocitos
de cada individuo obtido por meio do hemograma.

Quadro 1. Anticorpos utilizados na citometria de fluxo para marcacdo celular apds
cultura de 96h.

Anticorpos Painel FITC PE PerCP APC
1 IFN-y IL-17 CD8
(4S.B3) (64DECL17) (12780)
2 FoxP3 TGF-p CD25 CD8
(PCH101) (TB21) (BC96) (12780)
Superficie e 3 IFN-y IL-10 CD8
Intracelular
(4S.B3) (JES3-9D7) (12780)
4* IDO Granzima B CD8
(H1011010) (GB11) (12780)

FITC: Isotiocianato de Fluoresceina, PE: Ficoeritrina, PerCP: Proteina Peridinina de
Clorofila, APC: Aloficocianina. O clone de cada anticorpo utilizado esta indicado entre
parénteses. * painel utilizado apenas no estudo da TB cuténea.

Quadro 2. Anticorpos utilizados na citometria de fluxo para marcacao celular ex vivo.

Anticorpos Painel FITC PE PerCP APC
Superficie e 1 Perforina Granzima B CD8
Intracelular (dG9) (GB11) (12780)

FITC: Isotiocianato de Fluoresceina, PE: Ficoeritrina, PerCP: Proteina Peridinina de
Clorofila, APC: Aloficocianina. O clone de cada anticorpo utilizado esta indicado entre
parénteses.

5.8 Analise das células TCD8+

Para analisar as diferentes subpopulagdes funcionais de células T citotoxicas
(CD8"), utilizamos os pardmetros celulares que caracterizam cada populagdo em foco.
Inicialmente as células dos individuos incluidos no estudo foram analisadas por

citometria de fluxo de acordo com o tamanho (FSC) e a granulosidade (SSC), onde foi
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selecionada a populacédo de linfocitos (Figura 2A). Em seguida, foi realizada a selegéo da
populagdo de células CD8" de acordo com a fluorescéncia do anticorpo monoclonal APC,
utilizando o parametro da granulosidade (Figura 2B). A partir destes linfocitos foram
selecionadas as subpopulacbes funcionais celulares de interesse de acordo com cada
marcador especifico, seguindo-se os painéis conforme descrito nos quadros 1 e 2. As
analises da expressdo de IFN-y e IL-17 foram feitas de acordo com a porcentagem de
células especificas para o antigeno MPT51 (Figura 2C). J& a expressdo de 1L-10, TGF-B,
Perforina, Granzima B e IDO foram analisadas além da porcentagem, quanto a média de
intensidade de fluorescéncia de expessdo de cada marcador (Figura 2D). A porcentagem
das células TCD8+ foi avaliada e comparada entre os grupos como forma de controle

interno do experimento.
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Figura 2. Exemplos de Dot Plots de citometria de fluxo representando a analise das
subpopulagdes funcionais de linfécitos TCD8+ em um paciente com tuberculose pulmonar ativa.
A — Selecdo de linfocitos do sangue periférico de um dos pacientes com tuberculose apés
estimulo com rMPT51 de acordo com os pardmetros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). B
— Selegdo da populagdo de células TCD8" de acordo com a fluorescéncia. C — Pardmetros
utilizados para quantificacdo da porcentagem de células TCD8'IFN-y*IL-17A". D — Parametros
utilizados para quantificacdo da porcentagem de células IL-10+, TGF-B+, Perforina+, Granzima+
B e IDO+ e da Média de Intensidade de Fluorescéncia (MIF) de cada marcador nas células
TCD8". As analises foram realizadas no software BD FACS DIVA. Os dados apresentados nas
figuras sdo %/MIF, respectivamente.
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5.9 ELISA para detecgdo de IL-6

Os niveis séricos de IL-6 foram quantificados utilizando o kit BD
OptEIA™ (BD Pharmingen) de acordo com as instrucdes do fabricante. Foram pipetados
50 uL de diluente em cada poco da placa. Posteriormente, foram adicionados 100 pL de
reagente padréo e amostras em seus respectivos pogos. As placas foram agitadas a 10 xg
por 5 segundos, cobertas com papel adesivo e incubadas por 2 horas a temperatura
ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas com 300 pL por poco de tampédo de
lavagem, por 5 vezes. Apos a ultima lavagem, foi colocado papel absorvente para
remover o excesso de tampdo. Em seguida, foram adicionados 100 pL de conjugado e as
placas foram cobertas com selante de placa e incubadas por 1 hora a temperatura
ambiente. ApoOs o periodo de incubacdo, as placas foram lavadas por 7 vezes. Apds a
ultima lavagem foi adicionado 100uL de reagente substrato Tetrametilbenzidina (TMB)
em cada poco, incubando por 30 minutos a temperatura ambiente e longe do alcance da
luz. Posteriormente, foi adicionado 50uL de solucdo de parada H,SO, em cada poco. A
reacao foi lida em absorbancia de 450 nm. O limite de deteccdo do kit era de 4,7 pg/mL.
Todo o procedimento foi realizado no gelo. Em cada ensaio foi feito sua referida curva
padrdo, nos quais todos os padrdes e amostras foram processados em duplicata.

5.10 Anélise Estatistica

Para analise dos resultados da citometria de fluxo foi utilizado o programa
Software BD FACSDiva Versdo 6 (BD Bioscience). A tabulacdo dos resultados e
construcdo dos graficos foram feitas através dos programas GraphPad Prism Versdo 5 e
Microsoft Office Excel. A mediana e o desvio padréo, bem como a amplitude de variacéo
dentro de cada grupo foram calculados para avaliar os resultados. Depois de analisar a
normalidade dos dados através de graficos quantitativos, foi utilizado o teste de ANOVA
(Kruskal Wallis) para comparar as variag0es entre os grupos. Como a variacdo da
magnitude de cada grupo néo foi diferente, um F-teste e um valor de p foram calculados
para predizer as diferencas entre os resultados médios de cada grupo. Um teste pos hoc
(test t de Student ou Mann Whitney-Wilcoxon) foi utilizado para avaliar se cada par de
grupos especificos eram diferentes uns dos outros. Os valores de p inferiores a 0,05

foram considerados estatisticamente significativos (p<0,05).
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6. RESULTADOS
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immunology. The function of CD4+ T cells has been extensively studied; however, less is known about
. the phenotype and function of CD8+ T cells. This study evaluated the specific expression of IFN-y, IL-
g’;ﬁ?ills 17, 1L-10, and TGF-§ and ex vivo expression of perforin and granzyme-B by CDS+ T cells from active
Baciloscopy tuberculosis individuals compared with latent infected individuals and non-latent infected individuals.
Human tuberculosis Tuberculosis responses were correlated with the baciloscopy score. We observed that the presence of IL-

10 and TGF-f3 expression and down-expression of granzyme-B in CD8+ T cells correlated with increased
sputum bacillary load in active tuberculosis individuals. These findings provide new insights into the role
of CD8+ T cells in Mycobacterium tuberculosis disease.
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Abstract

Tuberculosis is an infectious disease that affects millions of people worldwide with an
annual mortality rate of 1.3 million. The mechanisms contributing to the loss of balance
of immune responses and progression to active tuberculosis disease are unknown.
Although CD4+ and CD8+ T cells and the cytokines they produce are crucial for
protection against tuberculosis they have different roles in tuberculosis immunology. The
function of CD4+ T cells has been extensively studied, however less is known about the
phenotype and function of CD8+ T cells. This study evaluated the specific expression of
IFN-y, IL-17, IL-10, and TGF-B and ex vivo expression of perforin and granzyme-B by
CD8+ T cells from active tuberculosis individuals compared with latent infected
individuals and non-latent infected individuals. Tuberculosis responses were correlated
with the baciloscopy score. We observed that the presence of IL-10 and TGF-j
expression and down-expression of granzyme-B in CD8+ T cells correlated with
increased sputum bacillary load in active tuberculosis individuals. These findings provide
new insights into the role of CD8+ T cells in Mycobacterium tuberculosis disease.

Keywords: CD8+ T cells, baciloscopy, human tuberculosis
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Introduction

Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by Mycobacterium tuberculosis
(Mtb) that affects millions of people worldwide with a mortality rate of 1.3 million
people. The dissemination of multi-drug resistant Mtb and the continuing HIV/AIDS
outbreak has led to the perpetuation of a global epidemic of TB. According to the World
Health Organization, one third of the world’s population is latently infected with Mth
(LTBI), of which 5-10% develop active TB (WHO, 2012). However, the exact
mechanisms contributing to the loss of balance of immune responses and the progression
to active TB disease are unknown.

T-cell immunity is crucial for Mtb infection control and both CD4+ and CD8+ T
cells play important roles in host protection. Although IFN-y has a vital function against
Mtb infection (FLYNN; CHAN, 2001; JURADO et al., 2012; KASSA et al., 2012), a
complex network of other cytokines, such as IL-17 (TORRADO; COOPER, 2010;
JURADO et al., 2012; KASSA et al., 2012; LI et al., 2013), IL-6 (VAN CREVEL,;
OTTENHOFF; VAN DER MEER, 2002; BORGSTROM et al., 2012; KASSA et al.,
2012), IL-10 (BOUSSIOTIS et al., 2000; KASSA et al., 2012; KUMAR et al., 2013) and
TGF-p (ROBERTS et al., 2007) may play a role in the immunopathogenesis of Mtb
infection. Additionally, Harari et al. (2011) and Rozot et al. (2013) demonstrated that
CD4+ and CD8+ T-cell subpopulations were functionally different in patients with active
TB and subjects with LTBI, respectively, suggesting a different role of these cells in the
immunology of TB (HARARI et al., 2011b; ROZOT et al., 2013).

While most studies have focused on the characterization of CD4+ T cells in TB,
less is known about the phenotype and function of CD8+ T cells and their mechanisms of
action, which remain highly controversial. Different roles of Mth-specific CD8+ T cells
in immunity to human Mtb infection have been proposed (BEHAR, 2013; POLLOCK et
al., 2013; ROZOT et al., 2013). The main function ascribed to CD8+ T cells is cytolytic
activity to kill infected cells mediated by cytotoxic granules such as perforin, granzyme B
and granulysin, with residual Fas-L and TNFR-dependent cytolytic activity
(WOODWORTH; WU; BEHAR, 2008). In addition, CD8+ T-cell-produced cytokines
have also been the subject of much research (LI et al., 2013; POLLOCK et al., 2013;
ROZOT et al., 2013). IL-17-secreting CD8 (Tc17) effector cells have been described in
healthy subjects (KONDO et al., 2009) and in tuberculous pleural effusion (LI et al.,
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2013) and have been associated with the pathogenesis of many diseases in mice (PENG
etal., 2007; NAM et al., 2008; TZARTOS et al., 2008). However, their role in pulmonary
tuberculosis is unknown. Recently, many studies have described and established CD8+ T
cells with regulatory functions (DE ARAUJO-FILHO et al., 2008; PINHEIRO et al.,
2012; ROZOT et al., 2013), but their involvement in the pathogenesis of TB has not been
clarified. Highlighting novel functions of CD8+ T cells in the immunology of TB may
help elucidate the mechanisms involved in disease pathogenesis.

Active pulmonary TB is the most common clinical manifestation of TB and is
characterized by high levels of bacterial replication and the presence of acid-fast bacilli
(AFB) in sputum. Although there is no direct quantitative measurement of bacillary load,
previous clinical studies indicated that sputum smear grading at the time of diagnosis
(negative, scanty, 1+, 2+, or 3+) is predictive of relapse and recurrence of TB disease
(GOPI et al., 2006; HESSELING et al., 2010). Moreover, sputum smear grading
correlates with disease severity by chest radiograph scoring (RALPH et al., 2010).
Recently, studies correlated cytokine production from lymphocytes and disease severity.
TB severity was associated with increased levels of CD4+IFN-y+IL-17+ and CD8+ T
cells and reduced levels of polyfunctional or IL-2—producing Mtb-specific CD4+ T cells
(DAY et al., 2011; JURADO et al., 2012). The aim of this study was to evaluate CD8+
T-cell-specific cytokine and perforin/granzyme expression in active TB and correlate its
response with the baciloscopy score.

Materials and Methods

Ethics

All studies were approved by the Hospital of the Federal University of Goias
Ethics Committee (protocol number: 055/2009), and informed consent and a clinical
questionnaire were obtained from all participating subjects.

Study populations

This was a transversal descriptive study composed of three groups: TB, composed

of active pulmonary patients; LTBI, composed of latent Mtb infected individuals, and

TST-, composed of non-latent infected individuals. TB patients were consecutively
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recruited at the Hospital de Doencas Tropicais and Hospital das Clinicas in Goiania, and
Centro de Atencdo Integral a Saude do Jardim Nova Era (CAIS Jd. Nova Era) in
Aparecida de Goiania, Goias, Brazil and 36 patients who presented with inclusion criteria
agreed to participate in this study. TB patients were recruited independent of sex and race
and inclusion criteria for TB patients were pulmonary TB diagnosis based on
epidemiologic history, signs, and symptoms, and chest x-ray findings consistent with TB.
All included patients had positive sputum smear microscopy within 15 days of TB
treatment. The number of AFB in sputum smears was counted according to the World
Health Organization guidelines (DE KANTOR et al., 1998), and three groups of TB
patients were enrolled: 1+ (10-99 AFB per 100 fields); 2+ (1-10 AFB per field in 50
fields), or 3+ (more than 10 AFB per field in 20 fields). During the same period, healthy
individuals with no TB and without symptoms of other investigative diseases were
recruited at the Universidade Federal de Goias. Healthy individuals were recruited,
matched by sex and age to TB patients, and classified according to the tuberculin skin
test (TST). Exclusion criteria for all individuals were pregnancy, positive serology for

HIV, and aged younger than 18 years.

Tuberculin skin test

Healthy individuals (n=36) were administered the TST to characterize latent Mth
infection. All individuals received 0.1 mL of purified protein derivative (PPD-RT 23
Mtb-2 UT, Copenhagen, Denmark) intradermally (Mantoux technique) in the left
forearm. The size of skin induration was measured along the longer transverse axis 72 h
later and the result was expressed in millimeters. Individuals with TST < 9 mm were
classified as TST— and were included in the TST- group (n=23). Individuals with TST >
10 mm were classified as TST+ and were included in the LTBI group (n=13) according
to the World Health Organization classification (WHO, 2010).

Peripheral blood mononuclear cells and culture

Sixteen milliliters of peripheral blood was collected in heparinized tubes from
each individual and peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated by
gradient density centrifugation using Ficoll (Ficoll-Paque Plus, GE Healthcare Bio-

Sciences AB). The cells were washed twice in saline and a total of 2x10° cells/well were
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cultured in 96-well culture plates for 96 h at 37°C with 5% CO; and recombinant Mtb
antigen (rMPT51, 2 pg/mL) in the presence of anti-CD3 (eBioscience) and RPMI 1640
supplemented medium as previously reported (SILVA et al., 2014b). PBMC cultured in
the medium or phytohemagglutinin (PHA, 2 pg/mL) were used for negative and positive
controls, respectively.

IL-6 detection

Levels of IL-6 in the plasma were measured using standard Human IL-6 ELISA
Ready-SET-Go! Kit (eBioscience) according to the manufacturer’s instructions.
Concentrations of IL-6 in the samples were calculated with a standard curve generated
from recombinant IL-6, and results were expressed as pg/mL. The sensitivity of the assay

was 2 pg/mL.

Flow cytometry

Cell surface and intracellular staining was performed using the following
monoclonal antibodies: IFN-y-FITC, CD8-APC, granzyme-B-PE (BD Pharmingen, San
Jose, CA, USA), IL-10-PE, IL-17-PE (eBioscience), TGF-B-PE (IQ Products), and IgG1-
FITC and IgG1l-PE (BD Pharmingen) as an isotype control according to the
manufacturer’s instructions. Cells were labeled with CD8-APC and with rat 1gG1-PE
isotype control to set up a gate for the IL-17, granzyme-B, IL-10, and TGF-p positive
cells. Cells were also labeled with CD8-APC and rat IgG1-FITC isotype control to set up
a gate for IFN-y and Perforin-positive cells. Briefly, cells cultured with medium alone,
PHA, or TB antigen were treated with Golgi Stop Solution (containing monensin, BD
Pharmingen) and after 4-6 h of further incubation, they were harvested for analysis. The
cells were treated with PBS containing 0.05% azide for 20 min prior to surface and
intracellular staining. After centrifugation 800 x g 10 min, cells were stained at 4°C for
18 min with CD8-APC. Subsequently, the plates were washed twice with PBS containing
0.05% azide and treated with PermFix (BD Pharmingen) for 18 min. For intracellular
staining, cells were permeabilized with Perm Wash buffer (BD Pharmingen) and
incubated at 4°C for 18 min with the following specific antibodies: IFN-y-FITC,
Perforin-FITC, granzyme-B-PE (BD Pharmingen), IL-10-PE, IL-17-PE (eBioscience),
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and TGF-B-PE (IQ Products). After washing, the samples were immediately analyzed on
a FATST-Canto Il apparatus (Becton Dickinson) at the FARMATEC/UFG (Goiés,
Brazil). At least 50,000 events were acquired per sample. Data analysis was performed
using FATST-Diva software (BD Becton Dickinson).

Statistical analysis

The mean and standard error of the mean (SEM) were calculated. After assessing
normality of all data by quantile plots, one-way analysis of variance was used to compare
variances between the groups. As the variance magnitude from each group was similar,
an F-test and p-values were calculated to predict the differences between the mean results
of each group. A post-hoc test (Kruskal-Wallis test) was used to evaluate whether each
specific group pair was different from each other. A p value less than < 0.05 was
considered statistically significant. To calculate the relationship between IL-10 and TGF-
B T CD8 expression, the mean fluoresce for each cytokines for an individual were plotted

in a Xy graph and a linear regression was determined.

Results

Characteristics of study participants

A total of 72 individuals (36 patients with TB and 36 healthy individuals in LTBI
(n=13) and TST- (n=23) groups) were included in the study. Recently diagnosed
pulmonary TB patients with a mean age of 41.8 years were mainly male (61.1%), the
majority of whom were BCG vaccinated. Only 36.1% of TB patients had previous
contact with active TB. The majority of TB patients (n=16) presented with a high
bacillary load and 27.7% (n=10) presented with a cavity by X-ray but did not present
with multi-drug-resistant TB. Concomitant predominant diseases in these patients were
hypertension and diabetes mellitus. Fifty percent of TB patients were smokers (Table 1).
Among LTBI individuals (n=13) the mean age was 38.9 years and 69.2% had previous
contact with TB. The majority was BCG vaccinated and three individuals presented with
hypertension. The control subject group (non-infected individuals) had a mean age of
35.4 years and all were vaccinated with BCG before 6 months of age. Around 30% of

TST- individuals had previous contact with TB. A large percentage of the healthy
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individuals were smokers (LTBI1=38.4% and TST-=26.1%). The characteristics of TB
patients and healthy individuals are shown in Table 1.

Table 1. Characteristics of study participants

Characteristics TST- LTBI Tuberculosis
(n=23) TST+ (n=36)
(n=13)
Male/female, n (%) 16/7 (69.5/30.4)  6/7 (46.2/53.8)  22/14 (61.1/38.9)
Mean age (minimum-— 35.4 (22-69) 38.9 (22-72) 41.8 (20-71)
maximum)
BCG, n (%) 23 (100) 11 (84.6) 27 (75)
History of contact with TB, n 7 (30.4) 9 (69.2) 13 (36.1)
(%)
Current smokers, n (%) 6 (26.1) 5(38.4) 18 (50)
Concomitant diseases, n (%)
Hypertension 1(4.3) 3(23.7) 5 (16.6)
Diabetes mellitus 0(0) 0(0) 3(8.3)
Anemia 0(0) 0(0) 2 (5.5)
Gout 0 (0) 0 (0) 2 (5.5)
Pneumonia 2 (8.6) 0(0) 2 (5.5)
Cardiovascular 0(0) 1(7.6) 2 (5.5)
Gastrointestinal 3(13) 0(0) 1(2.7)
Autoimmune 0(0) 0(0) 2 (5.5)
Other diseases 4(17.3) 1(7.6) 3(8.3)
Presence of cavity ng ng 10 (27.7)
Smear grade of bacillary
load, n (%)
1+ ng ng 14 (38.9)
2+ ng ng 6 (16.6)
3+ ng ng 16 (44.5)
*Percentage of CD8+ T Cells 30.9+6.9 30.4+3.9 37.214.2
(mim-max) (18.5-40.5) (24.3-37.4) (31-44.8)
*Total number of CD8+ T 1.6+£0.4 (1.0- 2.240.3 (1.8- 4.0+0.7 (3.1-5.3)
cells x10° (mim-max) 2.3) 2.6)

TB: tuberculosis; TST: Tuberculin Skin Test; BCG: Bacillus Calmette Guérin; ng:
negative. TB patients were divided according to bacillary load: 1+ (10-99 acid-fast
bacilli (AFB) per 100 fields); 2+ (1-10 AFB per field in 50 fields), or 3+ (> 10 AFB per
field in 20 fields). * PBMC CD8 T cells.
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Specific Tcl and Tcl7 cells and IL-6 in active tuberculosis

PBMCs from TB, LTBI, and TST- were analyzed for IFN-y (Tcl) and IL-17
(Tcl7) expression after rMPT51 stimulus (Fig. 1A). Specific Tcl (Fig. 1B) and Tcl7
(Fig. 1C) cells were induced in active TB but not in LTBI or TST- individuals (p<0.05).
No differences were observed in double-positive (IFN-y+IL-17+) CD8+ T cells between
all groups (Fig. 1A and data not shown). The specific Tc1/Tcl7 ratio was significantly
higher in TB patients (Fig. 1D) compared with LTBI and TST- individuals (p<0.05).
Therefore, during active TB, specific Tcl and Tcl7 cells were generated.

Levels of IL-6 in the plasma of all individuals involved in this study were
quantified. We observed that TB patients had higher levels compared with LTBI or TST-
individuals (Fig. 1E; p<0.05). Thus, active TB infection induced Tcl and Tc17 cells and
increased IL-6 levels.

Specific expression of IL-10 and TGF- by CD8+ T cells in active tuberculosis

In addition to their proinflammatory functions, we investigated whether CD8+ T
cells had an anti-inflammatory role in active TB. Expression of IL-10 and TGF-B is
shown in Fig. 2. Both cytokines (IL-10; Fig. 2A and C and TGF-B; Fig. 2B and D) were
induced in CD8+ T cells from TB patients in response to the Mtb antigen, when
compared with LTBI or TST- individuals (p<0.05). Consequently, these results indicate

that CD8+ T cells from active TB patients produce regulatory cytokines.
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Figure 1. Analysis of CD8+ T cells expressing IFN-y and IL-17 and plasma levels of IL-6 in
individuals with TB, LTBI, and TST-. PBMC were cultured with medium alone, PHA (2
pg/mL) or rMPT51 (2 pg/mL) for 96 h and the expression of cytokines were analyzed by flow
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cytometry. A — Representative FACS plot of IFN-y and IL-17 expression in CD8+ T cells after
stimulation with medium alone, PHA or rMPT51. 1gG1 was used as an isotype control. B —
Percentage of specific Tcl (CD8+ IFN-y+) cells among TB, LTBI, and TST- individuals. C —
Percentage of specific Tc17 (CD8+ IL-17+) cells among TB, LTBI, and TST- individuals. D —
Ratio of Tc1/Tc17 cells. E — Plasma levels of IL-6 among TB, LTBI, and TST- individuals. Data

are expressed as the mean £ SEM. Significant differences between the groups (* p<0.05).
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Figure 2. Specific expression of IL-10 and TGF-p by CD8+ T cells in TB, LTBI, and TST-.
PBMC were cultured with medium alone, PHA (2 pg/mL) or rMPT-51 (2 pug/mL) for 96 h and
the expression of cytokines was analyzed by flow cytometry. Representative FATST- plot of
mean fluorescence intensity (MFI) of IL-10 (A) and TGF-B (B) expression from CD8+ T cells of
TB patients and LTBI or TST- individuals stimulated with medium and rMPT51 are shown. The
range gate was set using PBMC cultures without stimulation (medium) for each subject. The
numbers are the percentage of CD8+ T cells positive for each cytokine and the mean fluorescence
intensity of this population. C — Specific IL-10 MFI of CD8+ T cells from TB patients and LTBI
and TST- individuals. D — Specific TGF-f MFI of CD8+ T cells from TB patients and LTBI and
TST- individuals. Data are expressed as the mean + SEM. Bars show significant differences
between the groups (* p<0.05).
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Cytotoxic granules of CD8+ T cells in tuberculosis

Next, we investigated whether CD8+ T cells from TB patients had a cytolytic
molecules. We analyzed perforin and granzyme-B expression ex vivo in CD8+ T cells
from patients with active TB, LTBI, and TST- individuals. No difference was observed
when perforin expression was analyzed (Fig. 3A and B). However, granzyme-B
expression was down-regulated in CD8+ T cells from active TB patients (Fig. 3A, and C,
p<0.05). Overall, these results indicate that TB patients contain CD8+ T cells with
cytolytic properties, although granzyme-B expression was impaired. In order to discard if
this phenomenal was associated with a reduced CD8+ T cell population among
pulmonary TB patients, the percentages of CD8+ T cells in the peripheral blood among
TB, LTBI, and TST- and the total numbers of CD8+ T cells were evaluated. TB patients
presented higher numbers of CD8+ T cells (Table 1) when compared with LTBI or TST-

(p<0.05) while the percentages were similar.

Bacillary load is associated with CD8+ T-cell phenotype

The bacillary load in the sputum smear of TB patients was used to classify the
patients according to the different CD8+ T-cell phenotypes described in this study. For
this, TB patients were stratified according to sputum smear grade of low (1+), medium
(2+), or high (3+) bacillary load. The CD8+ T-cell expression of 1L-10 (Fig. 4A and 5A)
and TGF-B (Fig. 4B and Fig 5B) was proportional to the bacillus quantity in the smear
from TB patients. A positive correlation between IL-10 and TGF-f3 expression was
observed (r*=0.60) among all TB individuals. There was also a clear positive association
of the bacillary load and the expression of those anti-inflammatory cytokines production
by CD8+ T cells (Fig. 5C). Conversely, IFN-y+ or IL-17+, CD8 T-cell numbers were
similar among the studied groups, independent of the sputum bacillary load (Fig. 5D and
E). Paradoxically, the expression of granzyme-B in CD8+ T cells diminished as the
bacillary load increased in TB patients (Fig. 5F). These data indicate that patients with
higher bacillary load in the sputum presented CD8+ T cells with a regulatory phenotype

and diminished granzyme-B expression.
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Figure 3. Ex vivo expression of perforin and granzyme-B from CD8+ T cells in TB, LTBI,
and TST- individuals. PBMC were obtained from all individuals and the expression of cytokines
was analyzed by flow cytometry. A — Representative FATST- plot of perforin and granzyme-B
expression from CD8+ T cells. The numbers are the percentage of CD8+ T cells positive for each
cytokine and the mean fluorescence intensity of this population. B — Ex vivo perforin mean
fluorescence intensity (MFI) of CD8+ T cells from TB patients and LTBI or TST- individuals. C
— Ex vivo MFI of granzyme-B in CD8+ T cells from TB patients and LTBI or TST- individuals.
Data are expressed as the mean £ SEM. Bars show significant differences between the groups (*
p<0.05).
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intensity of this population. A — Representative flow plots of CD8+ T cells expressing IL-10. B —
Representative flow plots of CD8+ T cells expressing TGF-p.
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Figure 5. Expression of IFN-y, IL-17, granzyme-B, IL-10 and TGF-g, from CD8+ T cells of
TB patients according to bacillary load. TB patients were divided according to sputum smear
grading: 1+ (n=14), 2+ (n=6), and 3+ (n=16). The phenotypes of CD8+ T cells were associated
with the sputum smear grade of bacillary load (A — Tcl, B — Tcl7, C — granzyme-B, D — IL-10,
E — TGF-B, F — relationship between IL-10 and TGF-B CD8+ T cells expression: expressed as the
mean fluoresce intensity (MFI)). Box plots show the mean + SEM. Bars show significant
differences between the groups (* p<0.05).
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Discussion

In this study, we analyzed the specific expression of IFN-y, IL-17, 1L-10, and
TGF-pB cytokines and the ex vivo expression of perforin and granzyme-B in CD8+ T cells
from TB, LTBI, and TST- individuals. The phenotypes observed in CD8+ T cells were
associated with bacillary load of Mtb in sputum smears from TB patients. Our results
demonstrate that specific Tcl and Tc17 cells are induced in active TB but not in LTBI or
TST-. In addition, TB patients presented with a higher expression of 1L-10 and TGF-§
from CD8+ T cells in contrast to the lower expression of granzyme-B. When these
phenotypes were evaluated according to smear grade of bacillary load, TB patients with a
higher smear grade had increased IL-10 and TGF-B expression and reduced expression of
granzyme-B in CD8+ T cells. This is the first study, to the best of our knowledge, to
demonstrate specific CD8+ T cells producing IL-17 in the peripheral blood of active TB
patients and the direct association of different CD8+ T-cell phenotypes with the smear
grade of bacillary load in TB patients.

The specific immunity to different Mth antigens has been studied thoroughly.
Some of those antigens, as for example MPT51, was shown to discriminate patients with
active TB from healthy individuals by cellular and/or humoral responses (DE ARAUJO-
FILHO et al., 2008; MELO CARDOSO ALMEIDA et al., 2008), specially in HIV
infected TB patients (ACHKAR et al., 2006; ACHKAR et al., 2010). Previously we have
shown that stimulating PBMC from TB patients with MPT51, CD8+ T cells were
induced to produce both IL-10 and IFN-y in similar levels as other antigens, like ESAT-6
and Ag85 (DE ARAUJO-FILHO et al., 2008). Therefore justifying its use to evaluate
CD8+ T cell cytolytic response. The MPT51 antigen is a protein of 27kDa characterized
as a non-catalytic o/p hydrolase that is involved in M. tuberculosis adhesion mechanisms
contributing to the virulence, being produced in both active and latent phases of the
disease (WILSON et al., 2004).

IFN-y expression from CD8+ T cells of patients with active TB reinforced the
evidence that IFN-y is crucial for immune responses to control Mth during the active
phase of the disease (FLYNN; CHAN, 2001; BORGSTROM et al., 2012; JURADO et
al., 2012; KASSA et al., 2012) and can be produced by different cells (FLYNN; CHAN,
2001; AL-ATTIYAH; EL-SHAZLY; MUSTAFA, 2012). In addition, CD8+ T cells from

TB patients were positive for IFN-y independently of the sputum bacterial load or the
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expression of IL-17 (Fig. 1 and 5A). However, TB severity was not associated with IFN-
v+ or IL-17+ by CD8+ T cells different from what was observed with CD4+IFN-y+IL-
17+ T cells that increased levels in active TB patients and correlates with the severity of
the disease (JURADO et al., 2012).

The presence of CD8+ T cells expressing IL-17 in patients with active TB may be
explained by high levels of IL-6 in the plasma of TB patients, which contributes to Th17
and Tcl7 cell differentiation (MCGEACHY et al., 2007; TAJIMA et al., 2008; CIRIC et
al., 2009), which is highly prevalent in TB (DUTTA et al., 2012). During the active phase
of TB infection, a large number of cells are activated, leading to high levels of
inflammatory cytokines that contribute to the activation of cell subpopulations that
produce IL-17. This might be specific to patients with active TB. The presence of Tcl7
cells in active TB suggests they might be involved in the immunopathogenesis of TB, as
has been demonstrated for Th17 cells (SCRIBA et al., 2008) and indicates that CD8+ T
cells are involved in immune responses against Mtb.

Increased numbers of Tc17 and IL-6 cells in TB patients together with Tcl cells
can promote the development of other cell populations that produce regulatory cytokines
to compensate for the inflammatory process, as shown for CD4+ T cells (RIBEIRO-
RODRIGUES et al., 2006; HOUGARDY et al., 2007). Importantly, effective suppression
by regulatory T cells was only reported in IFN-y+ cells, but the suppression of IL-17 by
Treg cells has not been shown (MCGEACHY et al., 2007; TAJIMA et al., 2008; CIRIC
et al., 2009). The presence of regulatory cytokines in TB immunology generally
correlates with an attempt to control tissue damage caused by inflammatory cytokines in
response to Mtb (RIBEIRO-RODRIGUES et al., 2006).

Currently, the role of CD8+ T cells in TB is thought to involve their cytolytic
activity mediated by cytotoxic granules (WOODWORTH; WU; BEHAR, 2008; ROZOT
et al., 2013). The reduced level of granzyme-B granules observed here was associated
with an increase in the bacillary load and this fact may contribute to the multiplication of
the bacillus because granzyme-B activates caspases such as caspase-3 and the
mitochondrial infected cell death pathways (EWEN; KANE; BLEACKLEY, 2012). This
observation suggests that during active TB, CD8+ T cells develop a potential granzyme-
B-independent cytotoxic mechanism involving Fas-L and/or TNFR pathways
(WOODWORTH; WU; BEHAR, 2008). Rozot et al. (2013) observed different results,
but they analyzed the expression of granzyme-B in Mtb-specific CD8+ T cells producing
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IFN-y, which may have generated these discordant results (ROZOT et al., 2013).
Confirming our results, the down-regulation of cytotoxic granules in CD8+ T cells was
associated with Chlamydia infection (IBANA et al., 2012).

Next, we investigated whether the bacillary load in sputum smears from TB
patients is correlated with the phenotypes of CD8+ T cells described in this study. The
mechanism of cytotoxicity of CD8+ T cells is dependent on perforin and we did not find
significant differences in the expression of perforin by CD8+ T cells between analyzed
groups because it was not correlated with the bacterial load, since it has been
demonstrated that this molecule is involved in the response against Mtb in humans
(ROZOT et al., 2013). Independent of the severity of disease, the numbers of CD8+ T
cells producing IFN-y and 1L-17 was not altered, reinforcing the idea that these cytokines
participate in the pathogenesis of TB (JURADO et al., 2012). However, the specific
expression of IL-10 and TGF-B by CD8+ T cells was significantly increased in TB
patients with a high bacillary load. Although a direct correlation between categorical and
numerical variables is difficult to evaluate, a relationship between the increase of MFI
from both cytokines was associated to the bacillary load, suggesting that those cytokines
expression on CD8+ T cells might be correlated with the immune exhaustion discussed
by others researchers (Fig. 5) (WOODWORTH; WU; BEHAR, 2008; JURADO et al.,
2012). The functional capacity of Mth-specific T-cell responses in humans is associated
with the mycobacterial load when observed for polyfunctional T cells. However, this was
not observed for IL-17, IL-10, TGF-B, and granzyme-B expression in CD8+ T cells
(DAY et al., 2011). The expression of granzyme-B in CD8+ T cells was decreased while
the bacillary load increased. The down-regulation of cytotoxic granules in CD8+ T cells
is associated with the severity of Chlamydia infection (IBANA et al., 2012) similar to
what might happen in active TB. The presence of cavitations observed in 62.5% (n=10)
of patients with a high bacillary load (3+) indicates that disease severity contributes to the
generation of different CD8+ T-cell phenotypes in active TB (GOPI et al., 2006;
HESSELING et al., 2010; RALPH et al., 2010).

It is important to emphasize that the results observed here were directly related
with the type of TB (pulmonary), the bacillary load, and the presence of cavities in the
lungs of available patients, but not to the generation of necrosis and/or apoptosis in lung
tissue. Thus, the appearance of CD8+ T-cell subpopulations might be to counterbalance

inflammation generated in response to Mtb at the tissue level.
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Our study has several limitations including the small number of enrolled patients
that voluntarily accepted to participate, corresponding to about 60% of the consecutively
attending patients at the outpatient clinic of Hospital das Clinicas, HDTAA and CAIS
Nova Era, governmental hospitals, and medical centers during the recruitment period.
However, we believe this did not influence the outcome of our analysis.

In conclusion, our study suggests that during active TB, many CD8+ T-cell
phenotypes are induced and that the bacillary load in sputum smears from TB patients
can be associated with these phenotypes. Thus, our results represent a step forward in
understanding the role of CD8+ T cells in the pathogenesis of tuberculosis and provide
new insights on different functional and phenotypic profiles of CD8+ T cells induced in
an active disease. However, to clarify the mechanisms involved, further studies are

required.
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ABSTRACT

Introduction: Cutaneous tuberculosis (CTB) is a
rare form of extra-pulmonary tuberculosis that,
when associated with late diagnosis, worsen the
quality of life of the sick individuals. This report
presents a case of late diaghosis of CTB. Un-
usual clinical manifestations retarded the cor-
rect tuberculosis diagnosis for more than a year.
The immune response elicited by this type of
tuberculosis as well as the factors that might
contribute to the delay in diagnosis was evalu-
ated and discussed. Methodology: Clinical
evaluation and flow cytometric analyses of
PBMC were realized for a case of CTB and a
healthy individual as a control. Results: M. tu-
berculosis specific TCD8+ cell response was
analyzed by flow cytometry and revealed posi-
tive cells for IL-17, IL-10, TGF-B and IDO. The
CTE patient presented higher percentage of
those cells when compared to a healthy donor.
However, TCD8 cells positive for the important
protective cytokine, IFN-y was decreased in the
CTB patient. Conclusion. The assessment of the
M. tuberculosis specific TCD8+ immune re-
sponse showed a regulatory/modulatory phe-
notype with a reduced IFN-y response when
compared to the healthy control that could have
contributed to the CTB infection.

Keywords: Cutaneous tuberculosis; Late
Diagnosis; CD8+ T Cells

1. INTRODUCTION

Tuberculosis is a chronic disease that affects millions
of people in the world. It is a disease that can affect
every organ of the body and consequently have equally
diverse clinical manifestations, but the pulmonary form

Copyright © 2012 SciRes.

is the most frequent. Cutaneous tuberculosis (CTB) 1s a
rare form of extra-pulmonary tuberculosis that can be
caused by Mycobacterium tuberculosis, M. bovis and in
certain conditions by the attenuated M. bovis-BCG [1].
Despite its rare frequency. CTB corect diagnosis and
management are fundamental. both for the patient as well
as for public health. Additionally. long lasting, misdiag-
nosed and/or untreated CTB can lead to the development
of a variety of types of cancer [2].

The CTB clinical manifestations depend on many fac-
tors: the route of infection. the host immune status, and
drug resistance and/or bacteria pathogenicity [3-6]. When
infection oceurs by laboratory accident caused by clinical
samples or M. tuberculosis cultures injected directly into
the skin, the CTB clinical morphological variants are
verrucosa cutis (it manifests as a painless. solitary. pur-
plish or brownish-red warty plaque that may extend pe-
ripherally causing central atrophy or form fissures that
exude pus or keratinous material). lupus vulgaris (plaque
type begins as discrete, redbrown papules that coalesce
and form plaques with a slightly elevated verrucas border
and central atrophy) or skin ulcers (chaneres). A lym-
phatic or hematogenous disseminated miliary TB may
cause CTB variants such as escrofuloderma (firm. pain-
less. subeutancous, red-brown nodules overlying an in-
fected focus, which gradually enlarge and suppurate
forming ulcers and sinus tracts that drain watery, puru-
lent, or caseous material). lupus vulgaris (multiple. dis-
crete. smooth 1 - 3 mun brown/red or brown-to-yellowish
dome-shaped papules usually located on the face), and
tuberculous abscesses (an inflammatory papule develops
at the mnoculation site and evolves into a firm. shallow.,
non-tender, nonhealing, undermined ulcer with a granu-
lomatous base) as described before [2.7].

We report a case of cutaneous tuberculosis in a 50-
year-old male patient with unusual clinical symptoms
that consequently delayed the correct diagnosis for two
years. The clinical evolutionary aspects of the disease
and the cellular immune response against M. tuberculosis
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antigen were evaluated. The difficulty in diagnosing ex-
trapulmonary tuberculosis and the immune response as-
sociated to its development was reviewed and discussed.

2. CASE REPORT

A 50-year-old HIV-negative male reported the ap-
pearance of two papules of gelatinous consistency on the
neck with pus secretion in a 12 months interval. The
clinical suspicion of a tumor led to a cervical ultrasound
analysis that accused two solid cystic firm lesions, with
enlarged lymph nodes. CT scan also revealed enlarged
lymph nodes in the neck. Removal of the lumps showed
necrosis redirecting the diagnosis to an infection, thus an
empirical treatment was prescribed: amoxieillin (250 mg)
for 10 days. but resulted in no health improvement
resolution. A thoracic plamn chest X-ray film showed
normal results.

After eight months, the patient returned to the hospital
and complained the appearance of other papules with
similar morphology and size on the chest. Again, 10 days
of amoxicillin (500 mg) was prescribed. Due to the unal-
tered clinical signs, two months later, a chest CTS was
performed. and revealed the presence of cutancous ab-
scesses without lung alterations. A series of tests was
conducted. in order to identify the etiology of the illness,
but all of them showed negative results (Table 1). At this
time, abscesses and lymph nodes were biopsied and the
samples from the abscesses showed a chronic granulo-
matous inflammation with caseous necrosis. These le-
sions were positive for acid-fast bacilli.

Two years after the first clinical symptoms. and one

Table 1. CTB patient’s laboratorial tests.

year after the first heath assistance, a clinical diagnosis of
cutaneous tuberculosis was made. Therefore, TSPOT.TB
and tuberculin skin tests (TST) were performed and re-
sulted positive. Culturing and performing biochemical
tests of the lymph node samples confirmed Mycobacte-
rium tuberculosis. The patient underwent standard treat-
ment for TB with rifampicin, 1soniazid. pyrazinamide and
ethambutol for 2 months, followed by rifampicin and
isoniazid for 4 months.

3. MATERIALS AND METHODS

In order to understand the immune factors that could
have contributed for the CTB development and the un-
usual clinical findings, a 20 mL of blood sample with
heparin was collected at the time of the CTB diagnostic.
As control, blood from a healthy donor (TST-) matched
by sex and age was recruited.

3.1. Peripheral Blood Mononuclear Cells
and Cell Culture

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were
obtained from CTB patient and TST negative control by
Ficoll density gradient centrifugation (Ficoll-Paque Plus,
GE Healthcare Bio-Sciences AB). The cells were washed
twice in saline and distributed in 96-well plates at 2 * 10°
cells/mL in RPMI 1640 medium (GIBCO. Invitrogen
Corporation) supplemented with 2 mM glutamine. 10 Nm
pyruvate, 2 mM amino acids, 50 pg/mL penicillin, 50
png/mL streptomycin and 10% heat-inactivated bovine
serum. They were then incubated with recombinant My-
cobacterium tuberculosis antigen (MPT-51. 1 ng/mlL)

Laboratorial analysis Test Normal Value Range Results

H-ray of the spine Normal Normal Normal

IeG 13.8 U/mL To 8 U/mL Reagent

Cytomegalovirus

IgM 2 U/mL To 15 U/mL Not Reagent

IeG 12.6 U/mL To 10.5U/mL Reagent

Toxoplasmosis

IeM Not Reagent Not Reagent Not Reagent

Amylase 30UL 22-80UL Normal

Direct 0.11 mg/mL 0-0.20 mg/mL Normal

Bilirrubin Indirect 0.36 mg/mL 0.20 - 0.80 mg/mL Normal

Total 0.49 mg/mL 0.20-1.00 mg/mL Normal

TGO 28 U/mL To 37 U/mL Normal

TGP 31 U/mL To 41 U/mL Normal

Leucogram 5700 mm’ 4000 - 10,000 mm? Normal

Prothrombin test 1195 11.1s5-132s Normal
VDRL Not Reagent Not Reagent Not Reagent

Copyright © 2012 SciRes. Openly accessible at http://www.scirp.org/journal/oji/
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previously shown to be immunogenic for pulmonary TB
patients [8] or with PHA (1 pg/ml) as positive control and
cultivated at 37°C with 5% CO; for 96 hours in the pres-
ence of anti-CD3 (eBioscience). Cells stimulated with
medium alone or anti-IgG1 and anti-CD3 were used as
control.

3.2. Flow Cytometry

The following antibodies (Abs) were used for surface
and intracellular staining for flow cytometry: IFN-~FITC
(BD Bioscience Pharmingen), IL-10-PE, IL-17-PE. CD8-
APC (eBioscience). TGF-G-PE (IQ Products) and IDO-
FITC (Santa Cruz Biotechnology). The cells were also
stained with PE-conjugated mouse IgG1 for isotype con-
trol. For flow cytometry analysis. medium alone. PHA or
TB antigen stimulated cells were treated with Golgi Stop
Solution (containing monensin-BD Biosciences Pharm-
ingen), and after 4 h of further incubation, they were
harvested for analysis. To perform surface and intracel-
lular staining. the cells were treated with PBS containing
0.05% azide for 20 min. After centrifugation (3000 rpm
for 10 min), the cells were stained at 4°C for 18 minutes
with swrface marker Abs (CD8-APC). Subsequently. the
plates were washed twice with PBS containing 0.05%
sodium azide and treated with PermFix (BD Pharmingen.
San Jose, USA) for 18 min. For intracellular staining, the
cells were permeabilized with Perm Wash buffer (BD
Biosciences Pharmingen) and incubated at 4°C for 18 min
with the following specific antibodies: IFN-p-FITC (BD
Biosciences Pharmingen). IL-10-PE. IL-17-PE (eBio-
science), TGF-B-PE (IQ Products), and IDO-FITC (Santa
Cruz Biotechnology). After washing, the samples were
immediately analyzed on a FACSCanto II apparatus
(Becton Dickinson, San Jose, USA) at the Farmatee UFG
(Goias, Brazil). At least 50.000 events were acquired per
sample. Data analysis was performed using FACSDiva
software (BD Biosciences Becton Dickinson). All studies
were approved by the Hospital of the Federal University
of Goids Ethics Comumittee (Goids. Brazil), and informed
consent was obtained from all participating subjects.

4. RESULTS

To address if the unusual development of cutaneous TB.

in this patient, was due to a defective TCD8+ immune
response, specific TCD8+ subsets responses were ana-
lyzed by flow cytometry. TCD8+ cells were analyzed for
specific expression of IFN-y IL-17, IL-10. TGF-8  and
indoleamine 2.3-dioxygenase (IDO) upon stimulation
with M. tuberculosis antigens. The patient presented low
percentage of M. tuberculosis antigen specific TCD8+
cells producing IFN-#(0.7%) compared to healthy control
(2.0%) (Figure 1). However, the patient presented higher
percentage of M. tuberculosis antigen specific TCD8+

Copyright © 2012 SciRes.

cells positive for IL-17 (10.9%). IL-10 (3.1%), TGE-p
(11.7%) and IDO (6.9%) when compared with TCD8+
cells from the healthy donor (IL-17=2.3%: IL-10=1.2%:
TGF-£=0.7%: IDO = 0.9%) (Figures 1 and 2).

5. DISCUSSION

Cutaneous tuberculosis is re-emerging in countries with
high incidence of multidrug resistance pulmonary tuber-
culosis and HIV, as Brazil [3]. Manifestation of dis-
seminated milliary tuberculosis and CTB is predominant
in immunosuppressed individuals [7]. Those individuals
need rapid diagnosis and prompt treatment. The first de-
scribed case of CTB in Brazil was reported around the
year 1950 [9]. Since then, there were rare cases reported
in the literature [10-12]. Here we report a case of a patient
that had a delayed diagnosis of CTB due to unusual
clinical symptoms. Although rare cases of CTB have been
reported worldwide, to our knowledge this is the first
reported case in the Midwestern region of Brazil.

In the case reported here. the patient did not present a
previous history of pulmonary TB (X ray had no TB
scars), and the patient did not report any previous hospi-
talization or contact with TB patients, discarding also a
direct skin contamination. His lesions were compatible to
disseminated TB. and during the disease evolution. the
patient always reported pain in the affected regions.

Diagnosis of CTB is a challenge. and requires the as-
sociation between clinical findings and diagnostic labo-
ratory tests. The usual laboratory tests are biopsies and
Mycobacterium sp culture of the lesions. polymerase
chain reaction (PCR) and acid-fast baeilli test (AFB) to
identify the causal agent in the lesions [2.13]. Serological
tests and TST (tuberculin skin test) has been used as
complementary tests [2,14.15].

The delay in the diagnosis of CTB occurred mainly
because of the unusual signs and symptoms presented by
the patient. Initially papules or lesions similar to a skin
cancer may have misled the physician interpretation,
avoiding a suspicion of M. tuberculosis infection [2].

Although the pulmonary disease is the most common
form of TB. extrapulmonary TB affects 10% - 20% of
individuals [15]. Host defense against M. tuberculosis is
mediated by combination of innate and adaptive immune
responses and these responses consist in the activation of
macrophages. CD4+ and CD8+ T lymphocytes and B cells
in both pulmonary and extra-pulmonary form [14.16].

The protective immune response to TB depends mainly
on the activation of T cells with a Thl phenotype and
macrophages, the latter being the primarily effector cells.
Thl cells are a subset of TCD4+ cells that are responsible
for producing a series of cytokines such as IFN-p and
lymphotoxin-e that are essential for other cell activation
[8.15]. IFN-y is the main cytokine involved in macro-
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Figure 1. Histograms showing flow cytometry results of the percentage of specific TCD8+ cells positive for IFN-y and IL-17 from a
TST-healthy control control and the CTB patient. Pheripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained by Ficoll density
gradient centrifugattion (Ficoll-Paque Plyus. GE Healthcare Bio-Science AB). The cells were washed twice in saline and distributed
in 96-well plates a 2 x 10° cells/mL in RPMI 1640 medium (GIBCO. Invitrogen Corporation) supplemented. They were then incu-
bated with recombinant Mycobacterium tuberculosis antigen (MPT-51. 1 pg/mL) or with PHA (1 pug/mL) as positive control and
cultivated at 37°C with 5% CO, for 96 hours in the presence of anti-CD3 (eBioscience). After the culture. the cells were treated with
monoclonal antibodies anti-CD8 APC, anti-IFN-y FITC, anti-IL-17 PE and anti-IgG2 PE as a isotype control and acquired in a

FACS-Canto and analyzed using FACS Diva software.

phage activation. Infected macrophages produce cyto-
kines and chemokines that recruit other cells to the site of
infection and. when previously activated by IFN-y
macrophages up regulate membrane MHC proteins and
lysosome enzymes. among other molecules to increase
bacterial killing [15]. As shown previously. pulmonary
and extra pulmonary tuberculosis patients present specific
TCD4+ IFN-y producing cells in response to PPD among
other M. tuberculosis antigens [16]. however. activation

Copyright © 2012 SciRes.

of TCD4+ cells does not directly correlates with disease
protection or the clinical TB forms. creating the hy-
pothesis that other cell population might be important in
the establishment of the several TB clinical forms.
TCD8+ cells are known by its cytotoxic function, how-
ever it has been shown that TCD8+ cells also produce
IFN-y contributing to TB protection. Although some
studies emphasize the TCD8+ role in the murine model of
infection. little is known in the human disease [18].
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Figure 2. Histograms showing flow cytometry results of the percentage of specific TCD8+ cells positive for IL-10, TGF-8 and IDO
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In the skin. site of M. tuberculosis infection for CTB,
dendritic cells and resident macrophages could initiate the
immune response and induce the activation of either in-
traepithelial or peripheral T cells. The intraepithelial
lymphocytes are mainly CD8+ and have direct cytotoxic
action on infected cells [17]. Many subsets of peripheral
TCD8+ cells have been characterized in several diseases
[19.20]. but in TB their functions are yet unclear. CTB
immune response characterization has been done by
identification of the cells present in CTB lesions [2.13]. In
the present case. macrophages. lymphocytes and giant
cells were observed in the histopathological findings (data
not shown) only one year after the patient sought health
assistance.

Sehgal et al. (1992) described the presence of T CD4
and CD8 cells in the peripheral blood of CTB patients by
immunohistochemistry and observed that the clinical
manifestations affect the percentage of these cells in the
blood [15]. Nevertheless, to date. no published data
studied the role of TCDE cells subtypes in CTB. TCD&+
cells contribute by destroying cells infected with the ba-
cilli by the release of granules containing perforin and
granzyme and also by activation of other cells through the
production of various cytokines. Studies have demon-
strated the participation of TCD4+ regulatory cells and
TCD8+ cells positive for IDO (an enzyme that promotes
tryptophan depletion) in the inhibition and/or down regu-
lation of the immune response [21].

The results presented here revealed a specific TCDS8
immune response to M. fuberculosis antigens by the CTB
patient. The presence of TCD8 cells positive for IL-10
and TGF-y. which characterize a regulatory phenotype
could account for the unusual clinical manifestation [4].
Furthermore, it was observed the presence of specific
TCDS+IDO+ cells that could be inhibiting the prolifera-
tion of other cells involved in the immune response to M.
tuberculosis. Although we cannot assure the immune
statuses of the patient. these cytokines/molecules are
known by their ability to down modulate macrophage and
T cell functions [4.21], suggesting that the activity of
these cells might be modified in the CTB patient.

6. CONCLUSION

A case of CTB patient with a delayed diagnosis is
presented here. Unusual clinical manifestation was the
main reason for the late diagnosis. The assessment of the
M. tuberculosis specific TCD8+ imnume response re-
vealed a regulatory/modulatory phenotype with a reduced
IFN-yresponse when compared to a healthy control.
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7. DISCUSSAO

Os artigos apresentados nesta tese abordaram aspectos clinicos, imunolégicos e
epidemioldgicos associados a tuberculose pulmonar ativa, a tuberculose cuténea e a
tuberculose latente em pacientes recrutados no Estado de Goias. Na coorte de individuos
incluidos neste estudo foi avaliado o perfil de resposta imune especifica de linfécitos
TCD8+ em pacientes com tuberculose pulmonar e em um paciente com tuberculose
cutanea (caso clinico), uma forma rara de TB extrapulmonar. Este trabalho foi o primeiro
a evidenciar um fendtipo regulador das células TCD8+ na tuberculose pulmonar ativa
demonstrando que este fendtipo esta relacionado com a carga bacilar desses pacientes.
Esse mesmo fendtipo também foi verificado na tuberculose cutanea, e em conjunto, esses
resultados sugerem que Mtb pode promover uma imunomodulacgdo das células TCD8+ na
tuberculose.

O Brasil € um pais endémico para a TB e apesar da incidéncia ser baixa em Goias
guando comparado aos demais estados do pais, Goiania e Aparecida de Goiania sdo as
duas cidades com maior indice de casos notificados (SVS/MS, 2013). Portanto, estudos
que investiguem as relagdes entre Mtb e o hospedeiro podem contribuir para o
entendimento da patogénese da doenca em locais com diferenes endemicidades e dessa
forma poderdo contribuir com as metas da OMS na tentativa de impedir a cadeia de
transmissdo da doenga e quem sabe um dia erradica-la (WHO, 2013).

A resposta imune na tuberculose pulmonar ativa vem sendo extensivamente
estudada. A caracterizacdo das populacdes celulares envolvidas na resposta contra Mtb
tém sido realizada na tentativa de desvendar os eventos ocorridos na interacdo entre o
patdgeno e o hospedeiro e permitir assim o advento do ser humano sobre esta bactéria
milenar. Entretanto muito ainda precisa ser desvendado. A exemplo disso, o real papel
dos linfécitos TCD8+ na doenca ativa e na infeccdo latente ainda € alvo de muitos
estudos.

As células TCD8+ possuem fundamental importancia na resposta imune contra
Mtb. Entretanto, o seu real papel nessa interacdo ainda permanece controverso. Sabe-se
que a fungdo das células TCD8+ é mediada por granulos citotoxicos e por moléculas de
expressao que promovem a morte das células infectadas com Mtb (WOODWORTH,;
WU; BEHAR, 2008; ROZOT et al., 2013). Contudo pesquisas recentes tém demonstrado
outros papéis desempenhados pelos linfocitos TCD8+, como a produgéo de citocinas que
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promovem a ativagdo ou a inibicdo de outras células (HARARI et al., 2011a; ROZOT et
al., 2013; SILVA et al., 2014a). A carga bacilar também pode influenciar na resposta
imune dos individuos com TB ativa e aqui nés observamos que as a producdo de
citocinas reguladoras pelas células TCD8+ estd envolvida com a carga bacilar do
paciente, sugerindo que pode ser correlacionada com o esgotamento imune discutido por
outros estudos (WOODWORTH; WU; BEHAR, 2008; JURADO et al., 2012). A
gravidade da doenca também pode contribuir para a geracdo de diferentes fenotipos de
células T CD8+ na TB ativa (GOPI et al., 2006; HESSELING et al., 2010; RALPH et al.,
2010).

E importante salientar que os resultados observados foram diretamente
relacionados com o tipo de tuberculose (pulmonar), a carga bacilar e a presenca de
cavidades nos pulmdes de pacientes incluidos neste estudo, mas nao estdo envolvidos
com a geracdo de necrose e/ou apoptose no tecido pulmonar. Assim, 0 aparecimento de
subpopulacdes de células TCD8+ com perfil regulador pode ter sido encontrado na
tentativa do organismo de contrabalancear a inflamacdo gerada em resposta ao Mtb no
tecido pulmonar (WOODWORTH; WU; BEHAR, 2008; JURADO et al., 2012; ROZOT
et al., 2013). Essa mesma geracgdo de células T reguladoras pode estar relacionada com a
reducdo na expressdo de granulos citotoxicos, sugerindo um mecanismo compensatério
na patogénese da doenca, conforme demonstram nossos resultados de reducdo da
expressao de granzima B nessas células.

Os linfécitos T possuem um papel importante no controle da TB e as citocinas
produzidas pelas diferentes subpopulacdes de linfocitos pode afetar a resposta contra
Mtb. Os linfocitos TCD4+ tém efetiva partipacdo auxiliando outras células no
direcionamento da reposta por meio da producdo de citocinas, enquanto que os linfécitos
TCDB8+ além de produzir citocinas possuem acao citotoxica sobre as células infectadas. A
resposta imune protetora contra Mtb é considerada a resposta com producéo de IFN-y,
principalmente por linfécitos TCD4+ e TCD8+. Entretanto, a inducdo de subpopulagdes
de células TCD8+ produzindo citocinas reguladoras, como observado neste trabalho,
pode gerar um desequilibrio na resposta imune efetiva contra Mtb, contribuindo para o
desenvolvimento de subpopulacdes reguladoras que induzem a diferenciacdo de células
produtoras de citocinas anti-inflamatdrias, corroborando assim com a efetiva proliferacao
de Mtb e consequentemente o desenvolvimento da doenca ativa.

Uma das dificuldades no controle da transmisséo da TB inicia-se na forma de

contagio que se da pelo ar. Devido a isso, a maioria dos casos de TB acomete o pulmao.
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Entretanto, cerca de 10-20% podem afetar outros 6rgdos e causar as mais variadas formas
de TB extrapulmonar (COOPER; KHADER, 2008). Em Goids s6 em 2011, foram
registrados 351 casos de TB extrapulmonar dentre os 793 casos novos notificados nesse
mesmo ano (SES/GO, 2012). A forma mais rara de TB extrapulmonar € a cutanea que
pode ser causada por Mth, M. bovis e em certas condi¢cbes M. bovis-BCG (AFSAR et al.,
2008) onde as manifestacBes clinicas irdo depender de vérios fatores tais como a rota de
infeccdo, a patogenicidade da bactéria, o status imune do hospedeiro, dentre outros (DE
JONG; VAN ALTENA, 2000; BARBAGALLDO et al., 2002; RAJAN et al., 2011). No
caso clinico relatado, nés ndo observamos imunossupressao que pudesse justificar a
causa de TB cutanea no paciente assim como nao foi observado historico ou sinais de
tuberculose pulmonar prévia, evidenciando a dificuldade no diagnostico das formas
extrapulmonares de tuberculose.

A resposta imune envolvida na TB extrapulmonar é variada e depende do 6rgao
afetado (ABDALLA et al., 2009). Pesquisas buscam evidenciar a interacdo entre o
patdgeno e as rotas de infecgcdo na tentativa de revelar mecanismos imunopatogénicos de
acordo com a instalacdo da infeccdo. Os trabalhos descritos na literatura com TB cutanea
concentram-se em avaliar a anatomopatologia das lesbes, com caracterizacdo
histopatol6gica do tecido afetado (BARBAGALLO et al., 2002; AFSAR et al., 2008;
NIEMEYER-CORBELLINI et al., 2008). Poucos estudos descrevem a participacdo dos
linfocitos T periféricos e suas fungbes na TB cutanea (SEHGAL et al., 1992; ABDALLA
et al., 2009). Este é o primeiro estudo descrito na literatura que aborda o fendétipo das
celulas TCD8+ na TB cuténea.

Em conjunto, os resultados apresentados neste trabalho demonstram a
variabilidade da resposta imune tanto de subpopulacdes celulares quanto na producdo de
citocinas envolvidas na reposta imune contra Mtb nas diferentes formas da doenca
(pulmonar ativa, latente ou extrapulmonar) reforcando a necessidade de novos estudos
que busquem revelar a inter¢do entre o patdgeno e o hospedeiro na tentativa de contribuir

para o entendimento da patogénese da doenga.
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8. CONCLUSOES

Um perfil regulador de células TCD8+ foi observado na tuberculose pulmonar
ativa correlacionado com a carga bacilar.

A analise de celulas TCD8+ na tuberculose cutanea também demonstrou o mesmo
perfil regulador, sugerindo a imunomodulacdo da resposta imune pelo Mtb independente

do local de infeccéo.
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10. ANEXOS

Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica dos pacientes com tuberculose e controles
sadios

! : N ) ' sEm 1C0O PUBLICO FEDERAL .

HOspital das Clinicas MINISTERIO PA EDUCACAO E DO DESPORTO . .‘

- UNIVERSIDADE FEDERAL DE/GOIAS
‘UFG _ HOSPITAL DAS CLINICAS , UFG
'COMITE DE ETICA EM PESQUISA MEDICA HUMANA E ANIMAL :
PROTOCOLO CEPM:HA/HC/UF G N° 055/2009 ) . : Goidnia, 29/05/2009 -

INVESTIGADOR (A) RESPONSAVEL Prot'_’ Dr® Ana Paula Junguezra Kipnis
Pesqmsadorm Part:clpantes André Kipn lipnis, Arioldo Carvalho Vasconcelos Junior, Jodo Alves de

Araiijo Filho, Bruna Damella de Souza Silva, Franc:elle Palzana de Mede:ros Rocha Guimarges e Suzana

de Paiva Diniz.

TITULO: “dvaliacdo do papel das células Thi7 e T reguladoras ha resgzsra imune celular de gactem‘es

com tuberculose gulmonar ativa”

‘Area Temitica: Grupo 1]
Local de realizagdo: IPTSP/UFG. .

Informamos qugé o Comiité de Btica e_m]r’_esquisa Médica Humana ¢ Animal do Hospital das Clinicas da
Universi'dade Federal de Goiés, analisou e aprovou o projeto dé pesquisa acima referido, juntamente

com os documcntos apresentadqs € 0 mesmo fcn considerado em acordo com 08 pnncip:os éticos wgentes

. Infonnamos que _ndo hd necesmdade de aguardar 0 parecer da CONEP— Comissdo Nacional de Etica em
: Pesqu:sa‘pa:a iniciar a pesquisa.

(0] pesqmsador responsével dever4 encaminhar'ao CEPMHA/HC/UFG, relatorios sernestrals do andamenm
da pesquisa, encerramento, oonclusﬁo(ﬁes) e publlcagio(ées)

-0 CEPM}IA/HC/UFG pode, a qualquer momento, fazer escblha a]eatorié de estudo em desenvolvimeﬁfo
para avaliagdo e verificagéo do cumprimento das normas da Resolugéo 196/96 (Manual Operaczonal Para
Cormtes de Etica em Pesquisa — Item 13)

Para sua cxéncla, citamos:

 Item 7 (pdginia 27) do Manual Operacional para Comités de Efica em Pesquisa, que diz: “A pds graduagaio
pressupde a existéncia de fesponsabilidade ﬁroﬁssio;ml, o desenvolvimentb de competéncias nas dreas cientifica
e metodoldgica e 0 conhecimento das normas de protegdo aos sujeitos de pesquisa, por parte 'dq pesquisador.
Assim sendo, P) pos graduando tem qualificacdo para ﬁssumir o papel de pesquisador responsdvel. Por outro
lado, a participaghio de alunos de graduagdo em pesquisaé pressupde a orientacdo de um professor responsdvel

pelas atividades do gradua.ndo e, portanto, o professor orientador deve figurar como pesquisador responsdvel

Farm. mgﬁomw

Coordenador do CEP C/UFG

12 AVENIDA, S/N%, SETOR LESTE UNIV .L_Rsnfmlo CEP: 74 605-030 - FONE: 3269 8338 - FAX: 3269 8426
GOIANIA - GOIAS o
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Anexo 2 - Termo de consentimento livre e esclarecido dos pacientes com tuberculose
e controles sadios

Titulo do projeto: Avaliacdo do papel das células Thl7 e T reguladoras na resposta
imune celular de pacientes com tuberculose pulmonar ativa.

Pesquisador responsavel: Profa. Dra. Ana Paula Junqueira-Kipnis, Imunologista. Laboratorio de
Imunopatologia das Doencas Infecciosas, sala 325 — IPTSP/UFG. Telefone: (62) 3209-6174.

Vocé estd sendo convidado (a) a participar, como voluntério (a), na pesquisa indicada
acima que seré realizada na Universidade Federal de Goias (Goiania-GO). Apds ler com atengédo
e ser esclarecido (a) sobre suas davidas, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final
deste documento que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel.
Esta pesquisa tem como objetivo identificar e caracterizar células que sdo importantes na defesa
contra Mycobacterium tuberculosis (bactéria que causa a doenca Tuberculose). O resultado deste
projeto tentard melhorar a metodologia de diagndstico e tratamento desta doenca. Os nomes dos
pesquisadores envolvidos sdo: Bruna Daniella de Souza Silva (Doutoranda), Adeliane Castro da
Costa (Mestranda), Abadio Oliveira Costa Junior (Biomédico), Monalisa Martins Trentini
(Técnica do laboratério) e o pesquisador responsavel Profa. Dra. Ana Paula Junqueira Kipnis. Em
caso de ddvidas sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com qualquer um de nos através
do telefone (62) 3209 — 6174.

Em caso de duvidas sobre os seus direitos como participante nesta pesquisa, vocé podera
entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Goias, nos telefones: (62) 3269 — 83 38 / (62) 3269 — 84 26.

O pesquisador gastard aproximadamente 20 minutos com vocé para explicar-lhe o
motivo da pesquisa, anotar algumas informag6es sobre o seu estado de saude atual e pedir o seu
consentimento para participar neste projeto. Neste periodo, um questionario sera preenchido para
facilitar a analise dos resultados futuramente. Serdo coletados 20mL do seu sangue para obtencédo
de soro e das células. Para coletar o seu sangue, 0 seu braco sera esterilizado (limpado) com
alcool, e depois de garrotear (amarrar um elastico) a parte superior do seu brago o sangue sera
coletado usando agulha e seringa estéril. Um banco de soros e células dos pacientes com
tuberculose sera formado para utilizar em estudos posteriores que auxiliem no diagndstico da
tuberculose.

Embora néo exista nenhum risco em potencial durante a coleta de sangue, algumas vezes
podem ocorrer vermelhiddo e dor no local da coleta. Algumas pessoas podem desmaiar durante a
coleta. Se isto acontecer interromperemos a sua participagdo imediatamente. Em qualquer
momento da pesquisa vocé podera desistir de participar sem nenhum prejuizo no tratamento e no

acompanhamento médico.
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Os dados obtidos, assim como o seu estado de salde e os resultados dos testes realizados
com o seu sangue serdo mantidos confidenciais pelo pesquisador responsavel.

Os seus dados pessoais ndo serdo revelados em nenhum momento. Os resultados deste
estudo serdo publicados em uma revista cientifica internacional e ndo serdo armazenados para
estudos futuros.

Este estudo tem duragdo prevista de Julho de 2009 a Marco de 2013. Vocé terd como
beneficio desta participacdo 0 seu hemograma e a contagem/porcentagem de células (linfécitos)
no sangue. Os resultados serdo enviados diretamente ao seu médico e vocé podera obté-los na sua
proxima consulta. Nao haverd nenhum tipo de pagamento ou gratificacdo financeira pela sua
participacdo. Porém em caso de danos decorrentes de sua participagdo na pesquisa, vocé terd

direito a pleitear indenizagéo junto a Instituicdo Financiadora — CNPq.

Consentimento da participacao

Eu, )

RG/CPF , abaixo assinado, concordo em participar do estudo

Avaliacdo do papel das células Th1l7 e T reguladoras na resposta imune celular de
pacientes com tuberculose pulmonar ativa, sob a responsabilidade da Dra. Ana Paula
Junqueira Kipnis, como sujeito voluntario. Fui devidamente informado e esclarecido

pelo pesquisador sobre a pesquisa, 0S

procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes
da minha participacdo. Foi me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrup¢do do meu

acompanhamento médico.

Nome do participante (letra de forma):

Assinatura:

Local e Data:

Assinatura Dactiloscopica:

Testemunhas com RG.

1.Nome/assinatura: RG:

2.Nome/assinatura: RG:

Nome e assinatura do Pesquisador:
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Anexo 3 - Questionario dos pacientes com tuberculose e controles sadios

Questionéario do projeto: Avaliacdo do papel das células Th17 e T reguladoras na
resposta imune celular de pacientes com tuberculose pulmonar ativa.

Data:. /| [ Numero do prontuério:
1. Nome:
Data de nascimento: /[ Idade:
Raca: [ ]Branca [ JNegra[ JAmarela[ ]Parda [ ]Indigena[ ] Ignorada
Sexo: [ ] Masculino [ ] Feminino
Estado civil: Grau de instrucdo:
End.Residencial:
Bairro:
Cidade: Estado:
Fone: Contato:

Ponto de referéncia:

Hé& quanto tempo mora nesta residéncia: [ ]3-6 meses [ ]7-12 meses [ ]>1 ano

End.anterior:

Bairro: Cidade: Estado:

Observacoes:

Cidade de origem:

Quanto tempo mora em Goiania:

Numero de individuos na residéncia:

2. End.Trabalho:
Bairro: Cidade: Estado:
Fone:

Quanto tempo neste trabalho:
Ocupacédo / Ramo de atividade econdmica:

3. Foi vacinado (a) com BCG: [ ]sim [ Jnéo [ Jnéo sabe
Tem cicatriz vacinal: [ ]sim [ Indo

Diagnostico clinico
Local do diagnéstico:
Médico responsavel:
Data de diagnéstico: /[
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4, Exames:

-Raios-X do torax: [ ]JSuspeito [ INormal [ ] N&o realizado.
-PPD: mm.
-Baciloscopia de Escarro: [ JPositiva [ INegativa [ ]N&o Realizada

-Cultura: [ JPositiva [ ]JEm Andamento [ ]Negativa [ ]N&o Realizada.
-HIV: [ JPositivo [ ]JEm Andamento [ ]Negativo [ IN&o Realizado

5. Contatos:
Teve contato com TB ativa: [ ]sim [ Jndo [ Jndo sabe

Possui parentes com tuberculose que moram ou moraram na mesma casa:
[ ]sim [ Jndo [ Jnéo sabe

Convive ou ja conviveu com amigos, vizinhos, namorados (as) portadores de tuberculose:
[ ]sim [ Indo [ Jndo sabe

Teve contato com hanseniase: [ ]sim [ Jnédo [ ]nédo sabe
TB ativa no momento: [ ]sim [ Indo [ Jndo sabe
Sinais e sintomas: [ ]Tosse [ ]JEscarro [ JHemoptise [ ]JEmagrecimento [ JAnorexia

[ ISudorese noturna [ JFebre
Outros:

6. Doencas associadas:

[ ]Diabetes [ ]Doenca Renal [ ]JDoenca Cardiaca [ ]Pressdo Alta [ JHepatite []HIV
Outra

7. Faz uso de medicamentos: [ ]Sim [ Jndo
Qual?

E alérgico (a): [ ]Sim [ Indo [ In&o sabe
A que?

8. Tratamento anti TB:

INH: [ ]sim [ Jndo [ Jndo sabe

RIF: []sim [ Indo [ Indo sabe

ETH: []sim [ Jndo [ Jnéo sabe

PYZ: []sim [ Indo [ 1 ndo sabe

STP: []sim [ Jnéo [ Jnéo sabe

Data de inicio do tratamento: __ / / Esquema:
9. Fumante: [ ]Sim [ Jnédo

Periodo?
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