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RESUMO

A Tuberculose (TB) ¢ uma doenc¢a que atinge a humanidade de forma catastrofica, causando
milhdes de casos novos e de mortes no mundo todo. Estima-se que um terco da populagdo mundial
esteja infectada com o bacilo da TB, Mycobacterium tuberculosis. Atualmente, os principais desafios
no controle da TB sdo: a identificag@o dos individuos latentes, que sdo os principais individuos com
potencial desenvolvimento da doenca e o tratamento efetivo dos individuos com doenca ativa. O
entendimento da resposta imunologica nessa doenga ¢ de crucial importancia para o desenvolvimen-
to de novos testes diagnosticos € novas vacinas para combater de forma efetiva essa enfermidade.
Com o intuito de elucidar a resposta imune celular envolvida no desenvolvimento da tuberculose
ativa, avaliamos as subpopulagdes de células TCD4+ Thl, Th17 e T reguladoras de pacientes com
tuberculose pulmonar e pacientes com artrite reumatoide ativa frente ao antigeno recombinante
GLcB do M. tuberculosis. Foram obtidas células mononucleares do sangue periférico de vinte € um
pacientes com tuberculose pulmonar ativa, recrutados no Hospital de Doengas Tropicais Anuar Au-
ad, vinte e cinco pacientes com artrite reumatdide, onze individuos com tuberculose latente (PT+) e
doze individuos saudéveis (PT-). Estas células foram cultivadas, estimuladas com o antigeno recom-
binante GLcB e as subpopulagdes Thl, Th17 e T reguladoras foram avaliadas através da analise das
citocinas IFN-%, IL-17 e TGF4! e IL-10, respectivamente, por citometria de fluxo. Constatou-se que
pacientes com tuberculose pulmonar ativa apresentam maior resposta de células Thl (8.2%1.9), Th17
(3.9#2.1) e T reguladoras (2.8%1.2) especificas ao antigeno recombinante GLcB quando comparados
com individuos com infeccdo latente (Th17=2.8%1.3; Treg=3.1%1.2), e controles saudaveis
(Th17=1.4%0.8; Treg=0.6£0.3). Individuos com infec¢do latente apresentam somente porcentagem
significativa de células Thl (4.6%1.1) especificas ao GLcB quando comparado aos controles
(1.7%1.0). Pacientes com AR ndo apresentaram diferenca significativa na porcentagem destas células
quanto a classificagdo em PT+ e PT-. Porém, pacientes com AR que desenvolveram tuberculose a-
presentaram resposta semelhante aos pacientes com TB. Diante destes resultados, podemos concluir

que as células Thl, Th17 e T reguladoras estdo diretamente envolvidas na doenca ativa.

Palavras-chave: Tuberculose, Resposta Imune Celular, Mycobacterium tuberculosis, Antigeno re-

combinante GLcB.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is a disease that afflicts mankind catastrophically, causing millions of new
cases and deaths worldwide. It is estimated that one third of the world population is infected with the
TB bacillus, Mycobacterium tuberculosis. Currently, the major challenges in TB control are the iden-
tification of latent individuals, who are have increased chances to become ill, and the effective treat-
ment of individuals with active disease. Understanding the immunology of this disease is of crucial
importance for the development of new diagnostic tests and vaccines to combat this disease effec-
tively. In order to elucidate the cellular immune response in tuberculosis, we evaluated the subpopu-
lations of TCD4+ Thl, Th17 and T regulatory cells of patients with active pulmonary tuberculosis
and rheumatoid arthritis against the recombinant antigen GLcB of M. tuberculosis. Peripheral blood
mononuclear cells were obtained from twenty one patients with active pulmonary tuberculosis, re-
cruited at Anuar Auad Hospital, twenty five patients with rheumatoid arthritis (RA), eleven individu-
als with latent tuberculosis (TST+) and twelve healthy subjects (TST-). These cells were cultured,
stimulated with antigen recombinant GLcB and Thl, Th17 and T regulatory subsets cells were eva-
luated by flow cytometry. It was found that patients with active pulmonary tuberculosis have a high-
er response of Thl (8.2%1.9), Th17 (3.9£2.1) and T regulatory (2.8%1.2) antigen-specific recombi-
nant GLcB when compared with individuals with latent infection (Th17=2.8%1.3; Treg=3.1%1.2) and
healthy controls (Th17=1.4%0.8; Treg=0.6£0.3). Individuals with latent infection have only a signifi-
cant percentage of Thl cells specific (4.6%1.1) to GLcB when compared to controls (1.7%1.0). RA
Patients that developed tuberculosis had immune response similar to those with only TB. Given these
results, we conclude that the Thl cells, Th17 and regulatory T cells are directly involved in active

disease.

Keywords: Tuberculosis, Cellular Immune Response, Mycobacterium tuberculosis, recombinant

antigen GLcB.



1. REVISAO DA LITERATURA



1.1 Epidemiologia

A tuberculose (TB) ¢ uma doenca infecciosa grave que causa aproximadamente oito milhdes
de novos casos e mais de dois milhdes de mortes a cada ano. A estimativa ¢ de que aproximadamente
um ter¢o da populacdo mundial esteja infectada com o Mycobacterium tuberculosis, principal agente
etiolégico da TB (WHO 2009). Na maioria dos infectados, este patogeno persiste em laténcia, carac-
terizando doenga assintomatica ou infecc¢do latente, onde as manifestagdes clinicas ndo sdo evidentes
(Wayne 1994). Essas caracteristicas dificultam o diagnostico preciso dos individuos acometidos,
contribuindo para uma maior dissemina¢do da doenga (Andersen 2007).

Uma das principais preocupagdes da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) com relagdo a
TB ¢ a co-infec¢do com o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). Estima-se que aproximada-
mente seis milhdes de pessoas no mundo todo estdo co-infectadas com M. tuberculosis e HIV e des-
tes morrem cerca de 200 mil a cada ano (WHO 2009). Tém sido descrita como a principal causa de
morte em individuos infectados com o HIV no Brasil (MS/SVS 2009; Corbett et al. 2003). Além
disso, individuos que utilizam drogas imunosupressoras para tratamento de outras enfermidades,
como por exemplo, a artrite reumatdide, podem desenvolver tuberculose ativa ao longo da vida (Le-
on et al. 2005).

O Brasil possui como um dos seus principais problemas de satde publica a tuberculose. Ocu-
pando o 19° lugar entre os 22 paises responsaveis por 80% do total de casos de tuberculose no mun-
do, nosso pais possui cerca de 50 milhdes de infectados com aproximadamente 85 mil casos novos
notificados a cada ano (MS/SVS 2009). De acordo com a OMS, o pais ¢ endémico para esta doenga
e representa um dos paises da América Latina com maior indice de casos (WHO 2009).

Segundo o Programa Nacional de Controle da Tuberculose (PNCT) em Goids foram registra-
dos mais de 900 casos de TB s6 no ano de 2008. Goiania e Aparecida de Goidnia sdo as cidades que
concentram a maior parte dos casos ja registrados, representando cerca de 90% dos casos em todo o

estado de Goids (MS/SVS 2009).

1.2 Agente Etiologico

O principal agente etioldgico da TB humana é Mycobacterium tuberculosis (Mtb), uma bacté-
ria aerdbica, intracelular facultativa que possui a forma de bastonetes retos e finos, e por isso, tam-
bém chamados de bacilos. O Mtb ¢ resistente ao processo de descoloracdo pelo alcool-4cido, sendo
classificado como um bacilo 4lcool-acido resistente (BAAR) podendo sobreviver na auséncia quase
total de 4gua durante semanas (Aderem & Underhill 1999). E um bacilo que apresenta crescimento
lento, se duplicando a cada 12-20h, em temperatura ideal de 34-38"C. Para o crescimento do Mtb ¢

necessario realizar a cultura do bacilo em meio Lowenstein-Jensen (L-J) ou em meio éagar



7H10/7H11 Middlebrook e somente apo6s 2-6 semanas de cultivo, nas condi¢des apropriadas ¢ possi-
vel visualizar as suas coldnias (James et al. 2000; Crump et al. 2003; Adler et al. 2005). Embora e-
xistam relatos de sua existéncia desde 2050 a. c. em mumias do antigo Egito (Cave 1939; Daniel
20006), foi isolado pela primeira vez em 24 de mar¢o de 1882 pelo cientista alem3o Heinrich
Hermann Robert Koch (Kaufmann & Winau 2005).

Mtb pertence a um complexo chamado Complexo Mycobacterium tuberculosis que é consti-
tuido de outras seis espécies e subespécies que incluem M. africanum, M. bovis, M. canettii, M. mi-
croti, M. pinnipedii e M. caprae. Somente as duas primeiras especies juntamente com Mtb causam
tuberculose em humanos (Roberts 1991). Os membros desse complexo possuem caracteristicas co-
muns, como o periodo de crescimento lento € a pouca variacdo genética, levando a hipdtese de que
sdo patdgenos que derivaram de um ancestral comum (Ernst et al. 2007).

A parede celular do Mtb ¢ complexa, pois € rica em glicolipideos, polissacarideos, lipideos e
proteinas que estdo envolvidos na ativacdo e na regulacdo da resposta imune do hospedeiro (Collins
& Kaufmann 2001). A membrana plasmatica € envolta por uma camada de peptideoglicano que esta
covalentemente ligado a arabinogalactanas esterificadas com acidos micdlicos. Além disso, hd uma
variedade de lipideos livres ligados a parte externa da parede celular e uma grande quantidade de
glicolipideos [como lipoarabinomananas (LAM) e lipomananas (LM)], ancorados na membrana
plasmatica. Intercaladas nessa rede existe uma quantidade significativa de proteinas que podem ser
permanentes ou se encontram em processo de secrecdo (Brennan & Nikaido 1995; Daffe & Draper
1998) (Figura 1). Algumas destas proteinas sdo responsdveis pela manutengdo da parede celular du-
rante toda a vida do bacilo (Rastogi & Sola 2007). Essa estrutura da a forma caracteristica do bacilo
e confere prote¢do, principalmente da acdo mecanica, de enzimas hidroliticas e radicais toxicos pro-

duzidos pelas células fagociticas (Tiwari et al. 2004; Brennan 2003).
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Figura 1. Esquema representativo da parede celular do Mycobacterium tuberculosis. Adaptado de Ernst et al.
2007.

1.3 Antigenos do Mycobacterium tuberculosis

O Mtb produz e secreta uma série de proteinas que possuem fundamental importancia na sua
sobrevivéncia e na patogénese da TB. Muitas dessas proteinas funcionam como antigenos que esti-
mulam as células imunoldgicas do hospedeiro e induzem a resposta imune contra o agente. Através
da analise molecular de Mtb (H37Rv) cultivado em meio Agar 7H11 (Middlebrook) foi possivel
identificar e caracterizar uma série de fracdes protéicas do Mtb. Aproximadamente 100 polipeptideos
jé foram isolados e purificados, permitindo o estudo das propriedades de cada proteina na estimula-
¢do da resposta imune (Boesen et al. 1995; Arend et al. 2000). Varias dessas proteinas (MPT-51,
ESAT-6, GLcB, Complexo Ag 85, HspX, CFP-10 dentre outras) que ja foram isoladas receberam
maior atencdo por serem expressas em altas concentragdes quando o Mtb encontra-se em condigdes
de estresse, como por exemplo, na auséncia de oxigé€nio, condi¢do essa que mimetiza a presen¢a do
agente nos alvéolos pulmonares do individuo infectado (Geluk et al. 2000).

O GLcB (Rv1837c) ¢ uma proteina de 81 kDa caracterizada como uma malato sintase, enzi-
ma que possui a fun¢do de produzir carboidratos a partir da [!-oxidacdo de acidos graxos. Estd envol-

vida diretamente no ciclo do glioxilato, onde ela condensa o glioxilato formado a partir do isocitrato



a Acetil-CoA formando o Malato que ¢ usado na gliconeogénese e estd relacionada com a viruléncia
do Mtb. O ciclo do glioxilato ¢ importante para sobrevivéncia do Mtb em situagdes adversas, como
pouco oxigénio, condi¢do que inibe a multiplicagdo do bacilo em meio ambiente intracelular (Mu-
noz-Elias & Mckinney 2005). Pode também funcionar alternativamente como uma proteina de ade-
sdo através da ligacdo com a laminina do hospedeiro (Kinhikar et al. 2006). Estudos ja realizados
com 0 GLcB mostram que ele € requerido para o crescimento ¢ a viruléncia do Mtb in vivo (Munoz-
Elias & Mckinney 2005).

O antigeno recombinante GLcB ¢ uma proteina que funciona como um marcador da tubercu-
lose (Achkar et al. 2006), visto que ele foi capaz de discriminar individuos com tuberculose ativa de
controles saudaveis através do reconhecimento por anticorpos séricos da classe IgM e IgG em paci-
entes com TB (Almeida et al. 2008) e foi reconhecido por anticorpos em 80% de pacientes com TB
HIV™ na india (Singh et al. 2005). Além disso, pacientes com tuberculose pulmonar ativa apresentam
resposta imune especifica de células TCD4+ e TCD8+ contra este antigeno, indicando o seu potenci-

al imunogénico (Aratjo-Filho et al. 2008).

1.4 Patogenia da Tuberculose

A tuberculose ¢ uma doenga contagiosa, transmissivel, que compromete principalmente o
pulmao, embora possa afetar outros sitios anatdmicos, uma vez que o bacilo pode se propagar através
das vias linfatica e/ou sanguinea. A transmissdo ocorre pela via respiratoria através da inalagdo de
bacilos contidos na fala, tosse ou espirro de individuos que apresentem a doenca clinicamente ativa
ou a infec¢do latente (Raja 2004). O estabelecimento da infec¢do ativa depende tanto de fatores as-
sociados ao bacilo, como a viruléncia da cepa infectante da micobactéria e a quantidade de bacilos
vidveis que atingem o pulmio, quanto fatores associados ao hospedeiro, como a predisposi¢do gené-
tica e o grau de ativag@o do sistema imunologico (Collins & Kaufmann 2001).

Durante a infec¢do, Mtb reside principalmente dentro de macréfagos, células que além da fa-
gocitose exercem uma potente atividade antimicrobiana (Ardeleanu et al. 2004). Ao entrar em conta-
to com o bacilo, 80-90% dos individuos desenvolvem uma resposta imune protetora levando a elimi-
nacdo ou laténcia (Wayne 1994). Somente 5-10% dos individuos infectados apresentam sintomas
clinicos e desenvolvem a doenca ativa. Outros 5-10% apresentam infec¢@o latente, com possibilidade
de reativagdo (Wayne 1994; Barry et al, 2009; Lin & Flynn 2010). Apesar disso, se a transmissivida-
de da tuberculose ndo for controlada, a estimativa é de que entre 2000 e 2020, um bilhdo de pessoas
poderdo ser infectadas e cerca de 35 milhdes morrerdo em decorréncia da doengca (WHO 2009).

A TB permanece como uma das maiores causas de mortalidade por doengas infecciosas no
mundo (Dye et al. 1999). Quando um individuo estéd infectado pelo HIV, a chance de desenvolver a

TB ativa eleva-se em mais de 12% (WHO 2009). Durante o desenvolvimento da doenga, os sinais e



sintomas sdo inespecificos, se assemelham a um resfriado, e consistem em febre, sudorese noturna,
perda de apetite, anorexia, mal-estar e caquexia. Posteriormente a pessoa apresenta expectoracio
sanguinea purulenta (Flynn & Chan 2001). Na maioria dos casos, as lesdes parenquimatosas ¢ gan-
glionares regridem de maneira espontanea, com calcificacdo radiologicamente visiveis. Em pacientes
com transtornos imunes como a AIDS (Acquired Immunodeficiency Syndrome) a doenga apresenta-

se disseminada, com rapida progressdo podendo ser fatal (Shimao 2003, 2005).

1.5 Formacao do Granuloma

A fagocitose por macrofagos alveolares é o primeiro evento na relacdo do patégeno com o
hospedeiro estando diretamente envolvida na evolu¢do da doenca (Ulrichs et al. 2004; Ulrichs &
Kaufmann 2006), uma vez que constitui um dos primeiros mecanismos de eliminag¢do do patdgeno.
E considerada uma etapa critica, pois os receptores envolvidos na captura dos bacilos sdo essenciais
para a ativacdo da imunidade adaptativa. Dentro de 2 a 6 semanas apds a infecc¢do, ocorre o desen-
volvimento da imunidade mediada por células resultando em um influxo de linfécitos e mondcitos
ativados para o local da lesdo resultando na formag¢do do granuloma (Raja 2004). Portanto, a forma-
¢do do granuloma requer a participag¢do da imunidade adaptativa e é critico para restri¢do da expan-
sdo bacteriana (Saunders & Cooper 2000).

Durante o desenvolvimento do granuloma, os macréfagos evoluem para células epitelioides e
células gigantes multinucleadas que junto com os linfécitos e polimorfonucleares, circundam os ma-
crofagos infectados formando a regido central do granuloma. Na periferia sdo observados linfécitos
T e B que modulam a reposta dos macréfagos. Logo apos, héd a proliferagdo de fibroblastos e vasos
sanguineos que irdo nutrir somente as regides mais externas dessa estrutura granulomatosa. Com o
passar do tempo e de acordo com o crescimento do granuloma, pode ocorrer necrose caseosa da regi-
do central em decorréncia da caréncia nutricional (Dannenberg 1991; Saunders & Cooper 2000) ou
da presenca do Mtb (Ulrichs & Kaufmann 2006).

A principal citocina envolvida na formag¢@o do granuloma ¢ o TNF-ii, liberado pelos macré-
fagos logo apds a exposicdo a antigenos de Mtb. O TNF-ix recruta neutréfilos € monocitos circulan-
tes a0 mesmo tempo em que outras citocinas, como o IFN-% produzido pelas células T e pelas células
NK (Natural Killer) potencializa as atividades microbicidas, ativando macréfagos e células dendriti-
cas (Wangoo et al. 2005; Flynn & Chan 2001). As células epitelioides e as células gigantes possuem
a capacidade de ativar os fibroblastos a produzir coldgeno e elastina, resultando em um aspecto mais
consistente e rigido do granuloma (Wangoo et al. 2005).

O modelo classico da iniciagdo da formagao do granuloma tem sido evidenciado em estudos
realizados com embrides de peixes zebra infectados com M. marinum, que sdo transparentes e permi-

tem demonstrar a migrag¢do celular (Dannenberg 1991; Clay et al. 2007; Lesley & Ramakrishnan



2008). Estes estudos comprovam que a formagdo do granuloma esta relacionada com todos os even-
tos descritos anteriormente, mas em contraste, sugerem que funciona como uma ferramenta para ex-
pandir a infec¢@o micobacteriana (Davis & Ramakrishnan 2009). Neste contexto, o caminho da for-
macdo do granuloma e a subseqiiente disseminacio bacteriana sdo baseados nas respostas dos macro-
fagos (recrutamento, fagocitose e apoptose) que geralmente induzem protecdo, mas podem contribuir

para a dispersdo bacteriana (Davis & Ramakrishnan 2009).

1.6 Inducio da Resposta Imune na Tuberculose

Acredita-se que o estabelecimento da doenca ativa ou da infec¢do latente, depende da respos-
ta imune do hospedeiro frente a presenga do microrganismo. Os fagdcitos, principalmente os macro-
fagos, apresentam diferentes receptores de superficie que promovem a fagocitose eficiente do Mtb,
como os receptores de complemento (CR1, CR2, CR3 e CR4), que podem ser ativados através da
ligacdo da proteina C3b na superficie da micobactéria, ativando assim a via alternativa do sistema
complemento. A via da lectina do complemento também pode ser ativada através da ligagdo da lecti-
na aos residuos de manose da micobactéria (Aderem & Underhill 1999). Além disso, alguns compo-
nentes da micobactéria (como peptideoglicanas e proteinas) também podem interagir com os recep-
tores Toll like (TLR2 e TLR4) dos macréfagos (Doherty & Ardite 2004), e induzirem a produgado de
citocinas (como a IL-12) importantes para o recrutamento e a ativagdo de células do sistema imuno-
logico (Andersen 2007). Os receptores de manose também possuem fundamental importincia na
inducdo da resposta imune ao interagirem com as lipoarabinomanas presentes na superficie do Mtb
(Ernst 1998).

Microrganismos fagocitados sdo sujeitos a degradagdo através de enzimas lisossomais apds a
fusdo do fagossomo com o lisossomo (Cohn 1963). Com Mtb ndo ¢ diferente. Apds a fagocitose do
Mtb, ocorre a fusdo das vesiculas fagociticas com os lisossomos, formando o fagolisossomos. Hidro-
lases 4cidas presentes neste ambiente sdo responsaveis pela destrui¢do da micobactéria. Este evento
altamente regulado constitui um significante mecanismo antimicrobiano de fagocitose (Raja 2004).
O controle e a destrui¢do da micobactéria dentro dos macrofagos ativados também sdo feitos através
da producdo de mediadores da oxidacdo, principalmente intermedidrios reativos do oxigénio (como o
perdxido de hidrogénio) e do nitrogénio (como o 6xido nitrico), que promovem a morte da micobac-
téria (Nicholson et al. 1996). Porém, essa habilidade dos mediadores da oxida¢do em eliminar a mi-
cobactéria até hoje sé foi demonstrada em camundongos e ainda deve ser confirmada em humanos.
Ha somente evidéncias experimentais que mostram a importancia do dxido nitrico na defesa do paci-
ente na tuberculose pulmonar humana (Flech & Kaufmann 1987; Chan & Flynn 1999).

Os macréfagos constituem, portanto, as principais células da imunidade inata responsaveis

pela resposta contra o Mtb (Raja 2004). Porém, além destes, outros componentes da resposta imune



inata compartilham desse processo. Tem sido descrito que as células dendriticas, os neutrdfilos e as
células NK apresentam grande participag@o nesse mecanismo (Junqueira-Kipnis et al. 2003). As cé-
lulas dendriticas capturam os bacilos no interior dos pulmdes e migram para os linfonodos mediasti-
nais onde ocorre a apresentagdo de antigenos a células T virgens, iniciando a ativagdo da resposta
imune adaptativa (Saunders & Cooper 2000). Os neutrofilos promovem o aumento da quimiotaxia e
participam das etapas iniciais da formac¢do do granuloma (Edwards & Kirkpatrick 1986). As células
NK podem lisar diretamente Mtb ou podem lisar mondcitos/macrofagos infectados ao mesmo tempo
em que podem ativar fagdcitos no sitio de infeccao (Raja 2004).

Inicialmente, apos serem infectados, os macrofagos produzem principalmente I1L-12, TNF-is
e diferentes quimiocinas que recrutam outras células para o sitio de infec¢do. A IL-12 (principal ci-
tocina produzida na infec¢@o por M. tuberculosis) ¢ importante, pois induz a produgdo de IFN-4 pe-
los linfocitos, induz a proliferacdo dos linfécitos T, ativa células da imunidade inata, além de aumen-
tar a citotoxicidade dos linfécitos T CD8 e das células NK (Sano et al. 1999; Junqueira-Kipnis et al.
2003). O TNF-ix ¢ o principal mediador da resposta inflamatoria aguda em infec¢des causadas por
microrganismos intracelulares e induz a formagdo do granuloma, que constitui um mecanismo de
defesa do organismo para tentar isolar o patégeno e impedir a progressdo da infecgcdo (Sadek et al.
1998; Wangoo et al. 2005; Ulrichs & Kaufmann 2006). A partir dai, uma série de outras citocinas
sdo produzidas e recrutam outros subtipos celulares para uma eficiente resposta ao Mtb (Silva & Bo-
échat 2004), onde sdo evidenciadas a participagdo das c€lulas T auxiliares (CD4+) e T citotdxicas
(CD8+) (Barnes et al. 1992; Stenger et al. 1998; Araujo-Filho et al. 2008).

Viarias subpopulacdes celulares tém sido descritas na resposta imunologica da TB. Uma das
primeiras, melhor descrita e mais importante na protecdo contra microrganismos intracelulares inclu-
indo o Mtb ¢ a subpopulacido de células Thl (Schluger 2001). As células Thl sdo responsaveis pela
producdo de uma série de citocinas fundamentais para a ativagao de outras células, como o IFN-% que
¢ a principal citocina envolvida na ativacdo dos macréfagos (Boehm et al. 1997). O IFN-% produzido
principalmente pelos linfocitos Thl ativados, age sobre macréfagos e células dendriticas, além de
outras células, potencializando a a¢do microbicida através do aumento da fagocitose e levando a uma
maior producdo de IL-12, TNF-ii e mediadores da oxidagao, fatores que levam a destrui¢do da bacté-
ria dentro das células fagocitarias (Chan et al. 1992; Cifone et al. 2001; Schluger 2001; Flynn &
Chan 2001). Diversos estudos envolvendo camundongos t€ém demonstrado que as células Thl sdo
requeridas no controle da infeccdo (Orme & Collins 1984; Caruso et al. 1999). Acredita-se que a
resposta imune Thl especifica em individuos com TB ¢ eficaz e protetora, uma vez que defeitos em
receptores de citocinas cruciais como do IFN-4 e da IL-12 estdo associados com a suscetibilidade a
infecc¢do (Cooper et al. 1993; Newport et al. 1996; Park et al. 2008).

A avaliag@o da resposta imune especifica aos antigenos MPT-51, GLcB e ESAT-6 de Mtb de

pacientes com tuberculose pulmonar, demonstrou a existéncia de linfocitos TCD4 CD45RO" positi-



vos tanto para IFN-4 quanto para IL-10. No mesmo estudo, resultados semelhantes foram obtidos
para os linfocitos TCDS efetores (Aratjo-Filho et al. 2008). Camundongos imunizados com o anti-
geno recombinante MPT-51 e desafiados com Mtb também apresentaram células T efetoras e de
memdria especificas produtoras de IFN-i no bago e no linfonodo popliteo dos animais imunizados.
A presenca de altos niveis de anticorpos séricos da classe IgG1 e IgG2a, caracteristicos das respostas
Th2 e Thl, respectivamente, também foram encontrados (Silva et al. 2009). Esses resultados tém
sugerido a existéncia de outras populacdes celulares envolvidas na proteg¢ao para a TB.

As células T reguladoras (Treg) sdo uma subpopulacido de células TCD4+, que expressam
constitutivamente a cadeia ix do receptor de IL-2 (CD25) na superficie. O desenvolvimento e as fun-
¢oes dessas células sdo veiculados pelo fator de transcricdo FOXP3 que também se faz um marcador
de Treg (Fontenot et al. 2003, 2005). Em individuos saudaveis, constituem cerca de 5-10% de células
TCD4" circulantes. Essas células sdo essenciais para prevenir a autoimunidade e também regulam
respostas imunes exacerbadas, através da producdo de citocinas como IL-10 e TGF-l, suprimindo
assim a ativacdo de células TCD4+ e TCD8+, principalmente contra patégenos que estabelecem in-
feccdes persistentes (James et al. 2000; Ribeiro-Rodrigues et al. 2006).

O envolvimento das células Treg na TB ainda ndo ¢ totalmente conhecido. O primeiro sinal
da participagdo destas células na TB foi proposta por Oldenhove et al (2003) que demonstraram que
camundongos com deplegdo de células TCD4 'CD25" apresentaram altos niveis IFN-4 apds infecgdo
com Mtb (Oldenhove et al. 2003). Posteriormente, a participag@o destas células na infec¢do humana
foi comprovada por Ribeiro-Rodrigues et al (2006) que demonstraram que a tuberculose ativa esta
associada a expansdo de células TCD4 ' CD25"¢" que reprimem a agdo de linfécitos T especificos
(Ribeiro-Rodrigues et al. 2006). Estudos recentes mostram que o numero de células Treg
CD4'CD25 FOXP3" no sangue periférico e nos sitios de infecgdo em pacientes com tuberculose
ativa estdo aumentados. Sabe-se que estes linfocitos T isolados do sangue sdo capazes de suprimir a
producio de IFN-+. Portanto, sugere-se que células CD4 CD25FOXP3" podem suprimir a imunida-
de ao Mtb e assim contribuir para a patogénese da tuberculose humana (Chen et al. 2007). Hougardy
et al (2007a) encontrou altos niveis de células Treg (CD4'CD25"¢"FOXP3"'CD127"") no sangue
periférico de pacientes com tuberculose, em comparagdo com pacientes com TB latente, individuos
saudaveis e controles ndo infectados. Eles também demonstraram que células T reguladoras com
fendtipo CD4 CD25"E"FOXP3*CD127°" podem ser expandidas in vifro com antigenos micobacteri-
anos de individuos portadores de infeccdo latente. Individuos saudaveis ndo apresentam expansao
destas populagdes celulares. Durante a infeccdo, a principal fungdo das células Treg
(CD4"CD25FOXP3") poderia ser o controle da inflamagio intensa, induzida no local da infecgio,
evitando danos teciduais (Hougardy et al. 2007b). No entanto, esta regulacdo imune pode contrariar a

funcdo das células T efetoras CD4+ e CD8+ e paradoxalmente atrapalhar o controle de infec¢do

(Burl et al. 2007).



Ja foram caracterizados varios fenotipos de células Treg através das citocinas produzidas por
tais células. Células TCD4 CD25" produtoras de IL-10 sio caracterizadas como células Trl (Fonte-
not et al. 2003). Ja as células com o mesmo fendtipo, porém produtoras de TGF+! sdo chamadas de
células Th3 (Fontenot et al. 2003). Existem também as células Treguladoras naturais
(TCD4+CD25+) formadas no timo durante o processo de desenvolvimento e maturacdo dos linféci-
tos T (Belkaid & Rouse 2005). As células TCD4" com fenétipo regulador, produtoras de citocinas
anti-inflamatodrias como a IL-10 e o TGF+! ja foram identificadas em pacientes com tuberculose ati-
va antes da caracterizagdo de células Treg nesses pacientes (Gerosa et al. 1999). Além da produgdo
de citocinas inibitdrias, outro mecanismo de inibicdo das células Treg ¢ o consumo de IL-2 do meio,
impedindo a proliferacdo de células (Belkaid & Rouse 2005). Além disso, elas possuem a capacidade
de induzir inibi¢do por contato direto com outras células através da expressdo da molécula de super-
ficie CTLA-4, que se liga nas moléculas co-estimuladoras das células apresentadoras de antigenos e
dos linfocitos T, induzindo sinais intracelulares inibitérios (Shevach 2002).

Outra subpopulagdo de células T auxiliares que foi recentemente descrita ¢ demonstrada em
individuos com tuberculose ativa e latente (Scriba et al. 2008; Curtis & Way 2009; Chen et al. 2010)
¢ a Th17. Esta subpopulacdo expressa seletivamente o receptor da IL-23 (IL-23R), o CCR6 ¢ o fator
de transcri¢do que induz a diferenciacdo dessas células em humanos que ¢ o RORc2 e sdo geradas na
presenca de IL-23, IL-1, IL-6 e TGF-[I sozinhas ou combinadas (Annunziato et al. 2007; Kimura et
al. 2007; Van de Veerdonk et al. 2009; Crome et al. 2009). As células Th17 constituem uma subpo-
pulacdo de linfécitos TCD4+ que produzem varias citocinas inflamatérias como IL-17A, IL-17F, IL-
21, IL-22 e IL-23 e por isso caracterizada como células pré-inflamatorias. Estas citocinas sdo res-
ponsaveis por ativar outros tipos celulares e induzir uma intensa resposta inflamatdria. Evidéncias
recentes tém sugerido que durante a infeccdo com Mtb, hd producdo de IL-17 por células Th17, ape-
sar do seu papel na doenga ser controversio, uma vez que podem recrutar células Thl através da pro-
ducdo de quimiocinas (Khader et al. 2007). Tem sido descrito que as células Th17 estdo envolvidas
nos estagios iniciais da infec¢do, durante a formagdo do granuloma, através do recrutamento de neu-
tréfilos (Curtis & Way 2009; Pelletier et al. 2009). A eliminag@o de células Th17 em camundongos
leva a um actimulo de células Thl no pulméo e um aumento do dano tecidual, indicando o papel cru-
cial destas células na patogenia da TB (Khader et al. 2007). Além disso, citocinas Thl, como o IFN-
regulam negativamente a indug@o de IL-17 (Cruz et al. 2009).

As citocinas pro-inflamatorias, como a IL-17 e o TNF-is, também sdo associados com doen-
¢as auto-imunes como, por exemplo, a artrite reumatdide (AR) (Furuzawa-Carballeda et al. 2007). A
artrite reumatdide é uma doenga auto-imune de etiologia ainda néo totalmente elucidada caracteriza-
da por uma inflamagdo cronica das articulagdes (Aarvak & Natvig 2001). A destruicdo do tecido
cartilaginoso e dsseo se deve a atuacdo de citocinas pré-inflamatorias e metaloproteinases sintetiza-

das em excesso, que em agdo conjunta com macrdfagos, fibroblastos, células dendriticas e linfocitos



T e B contribuem para a patogénese dessa doenga (Arend & Dayer 1995; Weyand et al. 2000; Ska-
penko et al. 2006). A resposta imune dos pacientes com AR envolve a ativagdo de varios subtipos de
células T, células B e produ¢do de auto-anticorpos (fator reumatoide) (van Venrooij et al. 2006). As
células TCD4+ ativadas estimulam a produgio de citocinas por mondcitos, macrdfagos e fibroblastos
sinoviais. As principais citocinas produzidas sdo IL-1, IL-6 e TNF-i que estimulam as células da
membrana sinovial a produzir colagenases e outras proteases ativando os condrocitos que promove-
rdo a destruicdo da cartilagem (Lipski 2006; Choy et al. 2001). Tem sido descrito que o TNF-ii e as
subpopulagdes de células Thl e Th17 sdo os principais responsaveis pela reacdo inflamatdria na do-
enga (Aarvak et al. 1999; Furuzawa-Carballeda et al. 2007; Andersson et al. 2008).

Em paises endémicos para a TB, os pacientes com AR assim como a populagdo em geral, po-
dem ser expostos ao M. tuberculosis e podem desenvolver tuberculose ativa ou infeccdo latente. O
alvo do tratamento da AR sd@o os sintomas clinicos, nas quais sdo administradas drogas antiinflama-
torias, glicocorticdides e drogas modificadoras do curso da doenca para tratar a dor e melhorar a qua-
lidade de vida do paciente. Porém, tem sido observado que nem sempre os pacientes respondem bem
a esse tratamento, permanecendo com sintomas articulares importantes ou podem apresentar efeitos
colaterais graves (Lipski 2006; Bértolo et al. 2007). Avangos biotecndlogicos recentes permitiram
uma melhor compreensdo da fisiopatogenia da doenga e a produgdo de agentes bioldgicos genetica-
mente construidos dirigidos contra elementos considerados com papel central na instalagdo e pro-
gressdo da sinovite reumatoide e o conseqiiente bloqueio da destrui¢do cartilaginosa e dssea, como as
citocinas IL-1 e TNF-ii. Nesses casos, onde os pacientes persistem com sintomatologia sdo indicados
os agentes biologicos, como os anti-TNF-ix (Bértolo et al. 2007). O bloqueio do TNF-ix tem um efei-
to mais global na inflamacdo da AR quando comparado ao bloqueio de outras citocinas, como a IL-1
por exemplo (Choy et al, 2001). Porém, a terapia utilizando antiinflamatorios e drogas inibidoras de
TNF-ix tém sido associadas com a reativacdo da tuberculose em pacientes com AR (Keane 2001;
Wallis et al. 2001; Gardam et al. 2003). E como ja foi dito anteriormente, o TNF-ix assim como ou-
tras citocinas pro-inflamatorias, possui papel essencial na tuberculose na formagdo ¢ manuten¢ao dos
granulomas (Wangoo et al. 2005; Flynn & Chan 2001). A partir disso, os pacientes com AR consti-
tuem um grupo de alto risco de desenvolvimento da TB ativa.

A resposta imune humoral, induzida por linfécitos Th2, ndo € protetora para a tuberculose,
mas pode sim comprometer a imunidade mediada por células Thl. As citocinas produzidas pelas
células Th2 induzem a produ¢do de anticorpos pelos linfocitos B e inibem a ativagdo de células, re-
gulando a resposta imunoldgica exacerbada (Silva & Boéchat 2004; Maglione et al. 2007). Caracte-
rizam-se pela producdo de citocinas como IL-4 e IL-5, que ativam os linfocitos B. Estes se transfor-
mam em células secretoras de anticorpos, os plasmocitos. Entretanto, estes anticorpos especificos
para o agente bacteriano parecem conferir pouca ou nenhuma imunidade protetora contra a micobac-

téria (Maglione et al. 2007). Os anticorpos irdo opsonizar Mtb e suas proteinas secretadas, facilitando



o reconhecimento pelas células do sistema imune (Flynn & Chan, 2001). Modelos murinos de infec-
¢do com Mtb contestam a acdo dos anticorpos e, por conseguinte dos linfocitos B na protecdo a esta
infec¢do, mesmo demonstrando a presenca de estruturas semelhantes a foliculos linféides ricos em
linfécitos B nos granulomas pulmonares (Orme 2003; Junqueira-Kipnis et al. 2006). O papel dos
anticorpos na resposta imune humana a tuberculose ¢ pobremente entendido e na maioria das vezes ¢
utilizado apenas para o diagnostico da doenga. Além disso, a [L-4 reduz a apoptose de células infec-
tadas mediada por TNF-ii, aumenta a proliferacdo de células T reguladoras e contribui para a imuno-

patologia da doenga através do aumento da fibrose pulmonar (Rook 2007).

1.7 Mecanismos de Evasio da Micobactéria

A interferéncia nos mecanismos de defesa do hospedeiro € crucial para a sobrevivéncia de
Mtb nas células e para instalar a infeccdo que pode resultar no desenvolvimento da doenga ativa
(Daffé & Ettiene 1999). Mtb utiliza diferentes estratégias para escapar da resposta imunoldgica no
individuo infectado. Como exemplo, a presen¢a da bactéria no interior dos macréfagos e células
dendriticas, induz a diminuicdo da expressdo de moléculas de MHC II, necessarias para a apresenta-
¢do de antigenos micobacterianos, reduzindo assim a apresentag@o antigénica e favorecendo a persis-
téncia dentro do seu nicho (Hmama et al. 1998; Kaene et al. 1997).

As micobactérias patogénicas sdo capazes de inibir a fusdo do fagossoma com o lisossoma a-
través da liberacdo de derivados sulfatados a partir de uma glicoproteina presente na sua parede celu-
lar (trehalose 2-sulfato) que impede a maturagdo do lisossoma. Além disso, uma proteina de superfi-
cie que possui aspartato e triptofano (TACO) ¢ retida no fagossoma primario pela micobactéria e
impede a fus@o com os lisossomas maduros (Kaene et al. 1997; Kaufmann 2001). Caso ocorra a uni-
a0 do fagossoma com o lisossoma, as micobactérias liberam grandes quantidades de amonia e alcali-
nizam o conteudo intralisossomal, inativando enzimas que seriam importantes no combate a mico-
bactéria (Flynn & Chan 2001; Ulrich & Kaufmann 2006).

Mtb apresenta algumas estratégias para obter ferro (Fe*™), que é necessario para sua sobrevi-
véncia, mas também ¢é importante para os macrdfagos que o utilizam como co-fator para indugéo de
mecanismos bactericidas. No macréfago infectado inicia-se entdo uma competi¢do para aquisicao
desta molécula. As células do hospedeiro adquirem o ferro através do receptor transferrina (TfR) que
captura o ferro extracelular e o internaliza. Este complexo se dirige aos endossomas primarios, com-
partimento onde as condi¢des de pH facilitam a liberacdo do ferro da transferrina e este pode entdo
ser utilizado. O Mtb possui sideréforos, que sdo moléculas especializadas que tem alta afinidade pelo
ferro intracelular. Os sideroforos se ligam ao ferro e o transferem para micobactinas, fatores quelan-

tes de ferro que competem com a transferrina na captura deste elemento (Collins & Kaufmann 2001).



A complexa parede celular de Mtb, que pode ser visualizada através da microscopia eletroni-
ca em células infectadas, separa as micobactérias do conteudo fagolisossomal, que seria potencial-
mente toxico para o patégeno. Presume-se que o conteudo lipidico da parede celular impede a degra-
da¢do do bacilo pelas enzimas das células de defesa do hospedeiro. Além disso, existem na parede
celular algumas substincias, como a catalase, a peroxidase e a superéxido desmutase, que sdo capa-
zes de inativar intermedidrios reativos do oxigénio e do nitrogénio, que seriam capazes de atravessar
a parede da micobactéria e induzir a sua destrui¢do (Daffé¢ & Ettiene 1999; Maldonado 1999).

Alguns componentes especificos da parede celular, como a LAM, sio considerados modula-
dores da resposta imune, uma vez que isolados de M. tuberculosis t€m causado supressdo da prolife-
racdo de linfécitos T (Chatterjee et al. 1991) e interferindo na ativagdo dos macréfagos (Sibley et al.
1988). Além disso, a LAM inibe a ativacdo da proteina quinase e esta diretamente envolvida na eva-
sdo aos mediadores da oxidacdo (Chan et al. 1991). Os glicolipideos fenolicos e o fosfatidil inositol
presente na parede das micobactérias também sdo capazes de inibir a proliferagdo de macrofagos e
de linfécitos, inibindo os principais mecanismos bactericidas (Mohagheghpour et al. 1998).

Analisando as cepas virulentas de M. tuberculosis, encontrou-se uma substancia produzida
pelos bacilos que permitem que eles se unam de forma compacta e paralela no crescimento em meios
de cultura formando corddes. Essa substancia foi chamada de fator Corda ou Trehalose 6,6 dimicola-
to e constitui a parede celular das micobactérias. Esta substancia € capaz de inibir a respiragdo e a
fosforilagcdo oxidativa através da atuacgdo direta sobre as mitocondrias. Do mesmo modo, ela inibe a
migracdo de leucdcitos polimorfonucleares e possui atividade granulomatogénica além de modular a

producdo de citocinas e 6xido nitrico na TB (Daffé¢ & Ettiene 1999; Lima et al. 2001).



2. JUSTIFICATIVA



A tuberculose ¢ uma doenga grave que possui tratamento, diagnostico e prevengdo, mas ape-
sar disso, ainda preocupa as organizacdes de satide devido ao seu dificil controle e a sua velocidade
de disseminagdo. Ainda que nos seus primérdios esta doenga tenha sido associada principalmente as
condi¢des sanitarias e socioecondmicas, hoje se percebe que as barreiras sociais foram abolidas e a
comorbidade com o HIV e o surgimento de bacilos multi-droga resistentes, predispdem toda a socie-
dade ao risco eminente de se infetar pelo Mtb.

A cada dia 25.000 pessoas adoecem por tuberculose no mundo todo. Estes nimeros fazem da
TB a principal causa de morte por doenga infecciosa curdvel em adultos (WHO 2009). No Brasil os
nimeros também sdo alarmantes. Em 2007 foram notificados mais de noventa mil casos novos de
TB no pais e a taxa anual de incidéncia notificada no Estado de Goias foi de 23,5 por 100.000 habi-
tantes e em Goiania 25,8 para o mesmo periodo (MS, DATASUS 2009).

Apesar da existéncia de varios métodos laboratoriais para diagnostico, a erradicacdo de TB ¢
uma meta muito dificil devido ao fato do Mtb ser capaz de permanecer no hospedeiro por longos
periodos de tempo na forma de laténcia (Wayne 1994). O controle e processo de eliminagdo da epi-
demia global de tuberculose sdo possiveis através da identifica¢@o e tratamento de individuos com
TB latente, em particular de individuos que recentemente adquiriram a infec¢do. Além disso, o en-
tendimento da fun¢do de muitas subpopulagdes celulares envolvidas na imunologia da tuberculose
visa facilitar a resolugdo destes problemas (Bonecini-Almeida et al. 2004; Brandt et al. 2004).

A Prova Tuberculinica, exame utilizado para detec¢do de tuberculose latente apresenta uma
série de limitagdes (Teixeira et al. 2007). Além disso, varias doencas que utilizam drogas imunomo-
duladoras no seu tratamento, como a AIDS e a AR, sdo consideradas de risco para a progressao de
tuberculose ativa recentemente adquirida ou para a reativagdo da infeccdo remotamente adquirida
(Gardam et al. 2003; WHO 2009). A compreensdo dos fatores imunoldgicos envolvidos na transi¢ao
da infec¢do latente para a doenca ativa seria fundamental para o combate dessa doenga.

Apesar do vasto conhecimento da imunologia desta infec¢do, ainda ndo ¢ possivel atingir as
metas propostas de erradicag@o, pois muito ainda precisa ser elucidado (Ardeleanu et al. 2004). De-
vido a essas observagdes que tém sido feitas acerca de diversas subpopulagdes celulares envolvidas
na resposta imune contra o M. tuberculosis, um estudo mais detalhado que vise esclarecer os meca-
nismos imunologicos dessa doenga facilitariam o entendimento da sua patogenia e permitiriam o
desenvolvimento de novos testes diagnosticos e vacinas mais eficientes.

Em virtude disso, a avaliacdo da resposta imune das subpopulagdes de linfocitos T auxiliares
(Th1, Th17 e T reguladores) através da investigacdo das diferentes citocinas produzidas por estas
células em individuos saudaveis, individuos com infec¢do latente, pacientes com TB ativa, pacientes
com AR e pacientes com AR que desenvolveram TB ativa em resposta ao antigeno recombinante

GLcB do M. tuberculosis podem contribuir para o entendimento do mecanismo de combate a TB.



3. OBJETIVOS



3.1 Objetivo Geral:

Avaliar a participagdo das subpopulacdes de células Thl, Th17 e T reguladoras no desenvolvimento

da tuberculose ativa

3.2 Objetivos especificos:

- Avaliar por citometria de fluxo o fenotipo das células Thl, Th17 e T reguladoras de pacientes com

tuberculose pulmonar ativa, tuberculose latente (PT positivos) e controles saudaveis (PT negativos).

- Determinar a resposta imune de células Thl, Th17 e T reguladoras especificas ao antigeno recom-
binante GLcB de pacientes com tuberculose pulmonar ativa, tuberculose latente (PT+) e controles
saudaveis (PT-) avaliando-as quanto a sua positividade para IFN-%, IL-17, IL-10 e TGF-[! através da

citometria de fluxo

- Verificar e analisar o papel das células Thl, Th17 e Treg em uma coorte de pacientes com artrite
reumatoide classificados em PT+ e PT— com a resposta imune observada em pacientes com AR que

desenvolveram TB.

- Analisar a atividade das células Thl, Th17 e T reguladoras em individuos com tuberculose ativa

(TB e TBAR).

- Avaliar a fungdo especifica das células T reguladoras de pacientes com tuberculose pulmonar ativa

através de ensaio funcional realizado in vitro observando a proliferagédo celular.



4. METODOLOGIA



4.1 Populacio de estudo

A coleta das amostras do estudo de corte transversal que envolveu a avaliacdo dos pacientes
com tuberculose pulmonar ativa foi aprovada 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). Foram recrutados 21 pacientes com tuberculose pulmonar ativa
(média de idade = 41.9 anos), independente da etnia, sexo ou idade, com diagnostico de tuberculose
confirmado por baciloscopia, exame radioldgico positivo ou cultura de M. tuberculosis positiva.
Controles saudaveis pareados por sexo e idade aos pacientes selecionados foram recrutados, totali-
zando 12 controles saudaveis PT negativos e 11 controles saudaveis PT positivos. Todos os indivi-
duos foram recrutados no Hospital de Doencas Tropicais Anuar Auad (HDT) e no Hospital das Cli-
nicas de Goiania (HC).

Em virtude de avaliar a resposta imune envolvida na transicdo da infec¢ao latente para a do-
enca ativa, realizamos um estudo longitudinal onde foram recrutados 25 pacientes com artrite reuma-
toide (média de idade = 51 anos) que foram acompanhados durante o periodo de um ano (2008-
2009). Esses pacientes recrutados eram ou ndo candidatos ao uso de drogas inibidoras do TNF-is,
independente da etnia ou do sexo, com diagnostico de artrite reumatoide confirmado de acordo com
os critérios de classificacdo do Colégio Americano de Reumatologia (American College of Rheuma-
tology 2002). Apesar de nenhum dos pacientes terem sido submetidos ao tratamento com drogas an-
ti-TNF-is, durante o acompanhamento destes pacientes, trés deles (média de idade = 48.3 anos) de-
senvolveram tuberculose pulmonar ativa ao longo do estudo. A partir disso, avaliamos também a
resposta imune dos pacientes com AR (n=22) e dos pacientes com AR que desenvolveram TB ativa
(TBAR=3). Este estudo também foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Médica Humana e
Animal do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias de acordo com o Processo
HC/UFG n. 195/07 (ANEXO 2). Todos os pacientes com AR foram recrutados no Hospital das Cli-
nicas de Goiania (HC). Individuos menores de 18 anos, portadores de qualquer imunodeficiéncia ou

infectados pelo HIV néo foram incluidos nesse estudo.

4.2 Coleta das amostras

Depois de preenchido e assinado o termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXOS 3 e
4) e um questionario sécio-epidemiologico (ANEXOS 5 e 6), amostras de sangue periférico foram
obtidas por pungdo intravenosa a vacuo através da coleta de 20 mL de sangue em tubos Vacuntainer
contendo heparina (Becton & Dickinson) dos individuos controles e dos pacientes com tuberculose
no momento do diagndstico, até¢ no maximo 5 dias de tratamento. A coleta das amostras dos pacien-

tes com artrite reumatoide foi feita durante consulta de rotina para acompanhamento da terapéutica.



Todo o material utilizado era descartavel e o procedimento de coleta de sangue seguiu as normas de

biosseguranca padronizadas pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria).

4.3 Realizacdo da Prova Tuberculinica

Todos os controles deste estudo e os pacientes com AR foram submetidos a prova tuberculi-
nica (PT) para permitir a classificagdo em individuos PT negativa ou PT positiva. O teste consistiu
na aplicacdo intradérmica de 100 pL. PPD RT-23551 (Statens Serum Institut, Copenhagen, Denmark)
no antebraco esquerdo de cada participante. A leitura da enduragdo cutinea foi realizada 72 horas
apos a aplicacdo e os controles que apresentaram enduragdo maior ou igual a 10mm foram classifi-
cados como PT positivos (TB latente), enquanto os pacientes com AR foram classificados em PT

positivos quando apresentaram enduragdo maior ou igual a Smm, conforme preconizado pela OMS.

4.4 Antigeno Protéico

Neste estudo, foi utilizado o antigeno protéico recombinante GLcB (rGLcB) de M. tuberculo-
sis, que foi produzido no Laboratério de Imunopatologia das Doengas Infecciosas do Instituto de

Patologia Tropical e Satde Publica da Universidade Federal de Goiés.

4.5 Obten¢ao de Células Mononucleares do Sangue Periférico e Cultura Celular

Células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram isoladas por centrifugagdo em
gradiente de densidade com Ficoll-Paque Plus (Amersham Bioscience, Upsla, Sweeden). O sangue
total coletado foi diluido em solugéo salina tamponada com fosfato (PBS 0,9% estéril) na propor¢ao
de 1:1 e em seguida pipetado cuidadosamente em 3 vezes o volume em solucdo de Ficoll-Paque Plus
(Amersham Bioscience, Upsla, Sweeden) em um tubo de poliestireno tipo Falcon SO0mL (TPP, Swit-
zerland) sendo, posteriormente centrifugado a 1000 x g 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 poliestireno tipo Falcon 15mL (TPP, Switzerland). Para
lavagem do mesmo, foi adicionado 12mL de PBS 0,9% e decorrido o periodo de centrifugagdo de 10
minutos a 1000 x g a 4°C o sobrenadante foi desprezado e o sedimento celular foi ressuspendido em
2mL de meio RPMI completo (RPMI Médium 1640 GIBCO™ + 0,15% de Bicabornato de sédio,
10% de soro bovino fetal, 1% de L-glutamina 200mM SIGMA®, 1% de Penicilina-estreptomicina
SIGMA®, 1% de Piruvato de s6dio SIGMA®, 1% de Aminoacidos nio essenciais 100X SIGMA®). A
concentragio celular foi ajustada para 2x10° células/mL por orificio apds a contagem em cAmara de

Neubauer. Foram pipetados 200l da suspensdo celular em cada pogo da placa de cultura celular de



poliestireno de 96 orificios (Cell Wells™ ) e as células foram cultivadas na auséncia de estimulo
(MEIO), estimuladas com PHA (Phytohemagglutinin GibcoBRL Cat. N° 10576-015 Life Technolo-
gies'™) em um dos orificios e em outro com o antigeno rGLcB na concentracdo de 1jg/ml em estufa

a 5% de CO; na temperatura de 37°C durante 4 horas (ex vivo).

4.6 Analise das subpopulacées de células T (Thl, Th17 e T reguladoras) quanto a positividade
para as citocinas IFN-y, IL-17, TGF-! e IL-10

As culturas de PBMCs foram tratadas com monensina para o bloqueio do complexo de golgi
(Golgi Stop BD™) e incubadas por 4-6 horas a 37°C em estufa a 5% de CO,. Apés esta etapa foram
acrescentados 200uL de PBS azida sodica em cada orificio das placas de cultura celular e estas fo-
ram incubadas por 15 minutos a 4°C. Apos centrifugacdo a 2000 xg por 5 minutos a 4°C, o sobrena-
dante foi cuidadosamente desprezado e foram adicionados 10uL de cada anticorpo monoclonal de
superficie celular, seguindo a marcacdo de cada painel para determinada subpopulagido (painel 1 =
Th1; painel 2 = Treg IL-10+; painel 3 = Treg TGF-!+ e painel 4 = Th17), conforme quadro 1. Foram
utilizados controles de isotipos em cada experimento. Apds incubagdo por 30 minutos a 4°C, as sus-
pensdes celulares foram tratadas com PBS paraformaldeido 0,4%; azida sodica 0,1% por 15 minutos
a 4°C. Depois de centrifugadas a 5000 xg por minutos, 100uL de Perm Wash (Perma/Wash™ Buffer
10x stock) foi adicionado a cada orificio da placa de cultura celular e incubado por 5 minutos a 4°C.
Ap6s centrifugacdo a 5000 xg por 5 minutos a 4°C, foram adicionados 10pul de cada anticorpo mono-
clonal para marcac¢ao intracelular, conforme quadro 1. Todos os anticorpos utilizados eram da eBios-
cience ou da BD Pharmingen. As células foram incubadas por 30 minutos a 4°C e em seguida foi
acrescentado Perm wash 1X, centrifugando em 5000 xg por 5 minutos a 4°C. As células foram res-
suspendidas em PBS, azida sddica 0.1%. As aquisi¢des foram realizadas em citometro de fluxo (BD
FAC Scalibur, San Jose, Califérnia) no Hospital Araujo Jorge. Para obten¢do do nimero absoluto de
células TCD4+ e T reguladoras no sangue periférico dos individuos estudados, a porcentagem de

cada uma dessas subpopula¢des foi multiplicada pelo total de leucdcitos de cada individuo.
4.7 Imunocitoquimica

Foi realizada imunocitoquimica de PBMCs de pacientes e controles saudaveis para confir-
mar a presenca de células T reguladoras no sangue periférico destes individuos. As células submeti-
das a imunocitoquimica foram tratadas conforme descrito por Valli et al (2009). Previamente, as
PBMCs foram concentradas usando a técnica de Citospin, foram fixadas na ldmina com acetona
(Merck KGaA, Darmstadt, Germany) , ¢ em seguida embebidas em uma solugdo salina tamponada
com Tris (TBS) e incubadas com TBS e perdxido de hidrogénio (3%, pH 7.4) por 20 minutos. As

amostras foram incubadas com anticorpos primdrios monoclonais (anti-CD4, anti-CD25 e anti-



FOXP3 da Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) por 18 horas a 4°C. Apds lavagem com TBS,
as amostras foram tratadas com EnVision®+ Dual Link System-HRP (Dako Corporation, Carpinteria,
CA) ou LSAB™+ System HRP Peroxidase Kit (Dako). Em seguida, foram incubadas em 3,3’-
diaminobenzidina (DAB) (Dako) por 2 a 5 minutos e coradas com hematoxilina de Mayer e protegi-
das da luz. Amostras de tonsilas foram usadas como controles positivos para todas as marcagoes.
Controles negativos foram obtidos pela omissdo dos anticorpos primadrios e substitui¢do do TBS por
PBS com 1% de Soro Bovino Fetal e soro de coelho (X0902, Dako) ou camundongo (X501-1, Dako)
ndo-imunes. A técnica de imunocitoquimica foi realizada no Laboratorio de Patologia Bucal da Fa-
culdade de Odontologia da Universidade Federal de Goids. As laminas foram analisadas no micros-

copio Axio Scope.Al (Carl Zeiss) e as fotomicrografias foram feitas no programa Axion Vision 4.7.

4.8 Ensaio Funcional

Foi avaliada a fung¢do das células Treg na tuberculose através da avaliagdo da inibi¢do da pro-
liferag@o celular. Células TCD4+ foram separadas através da marcag¢do com anticorpos conjugados
com esferas magnéticas e obtidas por sele¢do negativa conforme protocolo do kit de isolamento de
células T reguladoras humanas (Regulatory T Cell Isolation Kit II for human, MACS, Miltenyi Bio-
tec®). Células CD4'CD25'CD127%™" foram isoladas de PBMCs de pacientes com tuberculose pul-
monar ativa, onde células CD4+ foram selecionadas negativamente através da marcacdo com um
coquetel de anticorpos monoclonais conjugados com esferas magnéticas contendo anti-CDS, anti-
CD19, anti-CD123 e anti-CD127 e foram passadas por uma coluna de separa¢do magnética. A solu-
¢do eluida contendo somente células CD4+ foi submetida a nova marcagdo celular com anticorpo
monoclonal conjugado com esferas magnéticas anti-CD25 e submetida a uma nova passagem em
coluna de separacdo magnética. As células que ficaram na coluna caracterizadas como células Treg
(CD4+CD25+) foram eluidas por pressdo da coluna. PBMC total autdlogo foram tratados com CFSE
(10 pM) por 10 minutos em PBS 0,1% de Soro Bovino Fetal e incubadas em placas de 96 pocos
(2x10°cels/mL) em meio RPMI completo (RPMI Médium 1640 GIBCO™ + 0,15% de Bicabornato
de sddio, 10% de soro bovino fetal, 1% de L-glutamina 200mM SIGMA®, 1% de Penicilina-
estreptomicina SIGMA®, 1% de Piruvato de sédio SIGMA®, 1% de Aminoacidos ndo essenciais
100X SIGMA®) na estufa 5% de CO, a 37°C na presenca de anti-CD3 (Ing/mL) (clone UCHT1). As
células Treg separadas magneticamente (1x10° cells/mL) foram pré-ativadas com rIL-2 (5U/mL) e
foi realizada co-cultura com PBMC:s total autdlogo marcado com CFSE na presenca PHA (1 pg/mL)
ou de rGLcB (1 pg/mL). Apds seis dias de cultura em estufa a 37°C com 5% CO; a anélise da proli-
feracdo celular das co-culturas [Treg (2):PBMC(1)] foi realizada por citometria de fluxo (BD FAC

Scalibur, San Jose, Califérnia) no Hospital Araujo Jorge.



4.9 Analise Estatistica

Para analise da aquisicdo foram utilizados o programa BD FACSDiva Software®. A tabulagdo
e construgio dos graficos foram feitas através dos programas GraphPad Prism 5 Microsoft ® e Ex-
cel®. A mediana e o desvio padrdo, bem como a amplitude de variagdo 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 variagdes entre 0s
grupos. Como a variagdo da magnitude de cada grupo ndo foi diferente, um F-teste e um valor de p
foram calculados para predizer as diferengas 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 es-

tatisticamente significativos (p<0,05).

Quadro 1. Anticorpos utilizados na citometria de fluxo para marcagéo celular.

Anticorpos Painel FITC PE PerCP APC
1 IFN- T-bet CD4
(4S.B3) (4B10) (RPA-T4)
Superficie 2 FOXP3 IL-10 CD25 CD4
e Intracelu- (PCH101) | (JES3-9D7) | (BC96) (RPA-T4)
lar 3 FOXP3 TGF+ CD25 CD4
(PCH101) (TB21) (BC96) (RPA-T4)
4 IL-23R IL-17 CD4
(BAF1400) | (64DEC17) (RPA-T4)

FITC: Isotiocianato de Fluoresceina, PE: Ficoeritrina, PerCP: Proteina Peridinina de Clorofila, APC: Alofico-

cianina. O clone de cada anticorpo utilizado esta indicado entre parénteses.




5. RESULTADOS



5.1 Perfil socio-epidemiologico dos participantes

A populagdo do estudo transversal incluiu 21 pacientes com tuberculose pulmonar ativa, com
média de idade de 41.9 anos, variando de 23 a 60 anos de idade. Somente 38,09% desses pacientes
eram do sexo feminino (n=8) enquanto 61,91% eram do sexo masculino (n=13). Destes, 19,04% nao
eram vacinados com BCG (n=4) e 14,28% ndo souberam responder e ndo apresentavam cicatriz va-
cinal (n=3), enquanto todos os individuos PT- eram vacinados com BCG na infincia e somente
18,18% dos individuos PT+ ndo eram vacinados (n=2).

A populagdo do estudo longitudinal incluiu 22 pacientes com artrite reumatdide (AR) com
média de idade de 51.0 anos, variando de 21 a 75 anos de idade. Destes pacientes, somente 9% eram
do sexo masculino (n=2) enquanto a maioria era do sexo feminino 90,9% (n=20). Dos pacientes com
AR 36,3% (n=8) ndo eram vacinados com BCG e 9% (n=2) ndo souberam responder e ndo apresen-
tavam cicatriz vacinal. A média de idade dos pacientes com TBAR foi de 48.3 anos, variando de 41 a
62 anos. Todos os pacientes com TBAR eram do sexo feminino (n=3) e 33,3% (n=1) ndo apresenta-
vam cicatriz vacinal de BCG e n2o souberam responder sobre a vacinagdo. Os resultados podem ser
analisados na tabela 1. Somente 18,18% dos pacientes com AR apresentaram resultado da PT positi-

va (n=4). Porém, nenhum dos pacientes que desenvolveram tuberculose ativa, era PT positivos.

5.2 Analise das células TCD4+

Para analisar as diferentes subpopulagdes de células T auxiliares (CD4"), inicialmente anali-
sou-se a porcentagem das células TCD4" e o total dessas células no sangue periférico de pacientes
com TB ativa, individuos com TB latente e controles saudaveis. As células dos pacientes e dos con-
troles PT negativos e PT positivos foram analisadas por citometria de fluxo. Inicialmente as células
foram analisadas de acordo com o tamanho (FSC) e a granulosidade (SSC), onde foi selecionada a
populagdo de linfocitos (Figura 2A). Em seguida, foi realizada a selecdo da populagdo de células
CD4" de acordo com a fluorescéncia, utilizando o parametro da granulosidade (Figura 2B). A por-
centagem destas células foi avaliada e comparada com individuos com TB latente e controles sauda-
veis. Observou-se que pacientes com TB ativa apresentavam porcentagem similar de células TCD4"
comparado aos individuos com TB latente e aos controles saudaveis (Figura 2C). Porém, quanto a
quantidade total de células TCD4" verificou-se que pacientes com TB ativa tinham maior quantidade

dessas células no sangue periférico quando comparado com individuos saudaveis, mas ndo apresen-

tam diferenca significativa quando comparou-se com individuos com TB latente (Figura 2D).

5.3 Analise de células Th1 IFN-#+



As células dos pacientes com TB ativa e dos controles PT negativos e PT positivos foram
analisadas por citometria de fluxo de acordo com os pardmetros necessarios para caracterizar as sub-
populagdes celulares. Inicialmente as células foram analisadas de acordo com o tamanho (FSC) e a
granulosidade (SSC), onde foi selecionada a populagdo de linfocitos (Figura 3A). Em seguida, foi
realizada a selecdo da populagdo de células CD4" de acordo com a fluorescéncia, utilizando o para-
metro da granulosidade (Figura 3B). A partir destes linfocitos foram selecionadas as subpopulacdes
celulares de interesse de acordo com cada marcador especifico. Para selecionar as células Thl
(CD4'T-bet TFN-4 "), caracterizou-se as células T CD4" que expressavam o fator de transcricio T-bet
(indutor da produ¢do de IFN-%) e avaliou-se quanto a positividade para IFN-% (Figura 3C). Os paci-
entes com tuberculose, independente da forma clinica da doenca (ativa ou latente) apresentam célu-
las Thl especificas para o antigeno recombinante GLcB (Figura 4C), enquanto que os controles sau-
daveis PT- ndo apresentavam células especificas para o referido antigeno (Figura 4C). Além disso,
notou-se que os pacientes com tuberculose pulmonar ativa apresentam maior porcentagem de células

Thl especificas quando comparado com os individuos com tuberculose latente (Figura 4C).



Tabela 1. Caracteristicas clinicas, radiologicas e laboratoriais dos grupos estudados.

Caracteristicas Controles TB Latente TB Ativa AR TBAR

Saudaveis PT+ (n=21) (n=22) (n=3)

PT- (n=11)
(n=12)

Homens, N° 8 (66.6) 5(454) 13 (61.9) 2(9) 0(0)
(%)
Mulheres, N° 4 (33.3) 6 (54.5) 8 (38.0) 20 (90.9) 3 (100)
(%)
Idade, anos 37.2(20-59) 37.1 (21-60) 41.9 (23-60) 51.0(21-75) 48.3 (41-62)
BCG, N° (%) 12 (100) 9 (81.8) 14 (66,6) 14 (63.3) 2 (66.6)
PT+, N° (%) ng’ 11 (100) 6 (28.5) 4 (18.18) 0 (0)
TB pulmonar, ng® ng 21 (100) Ng 3 (100)
N (%)
Cavitaciio ng® ng 7 (33.3) Ng 3 (100)
Pulmonar, N°
(%)
Raio-X Suspei- ng® ng 19 (90.4) Ng 3 (100)

to, N° (%)

TB: Tuberculose, PT: Teste de Sensibilidade a Tuberculina, BCG: Bacillus Calmete Guérin

ng: negativo

% Critério de inclusdo no grupo controle.
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Figura 2. Pacientes com TB ativa apresentam maior nimero de células TCD4" totais no sangue periférico.
Exemplos de Dot Plots de citometria de fluxo representando a seleciio de células TCD4'. A, Selegdo de linf-
citos do sangue periférico de um dos pacientes com tuberculose de acordo com os pardmetros de tamanho
(FSC) e granulosidade (SSC). B, Selecdo da populagio de células TCD4" de acordo com a fluorescéncia. C,
Porcentagem de células TCD4" de todos os grupos estudados. D, Numero absoluto de células TCD4" de todos
os grupos estudados. Os resultados representam a mediana (barra central), o desvio padrdo (barras superiores
e inferiores) e amplitude de variagdo (limites superior e inferior do quadrado) de cada um dos grupos. * Dife-
renca significativa entre os pacientes com TB (n=21) comparados com os controles PT+ (n=11) e PT- (n=12)
(p<0,05).
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Figura 3. Exemplos de Dot Plots de citometria de fluxo representando a selecdo de células TCD4 T-bet TFN-
. A, Selecdo de linfocitos do sangue periférico de um dos pacientes com tuberculose apds estimulo com
rGLcB de acordo com os parametros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). B, Sele¢do da populagio de
células TCD4" de acordo com a fluorescéncia. C, Pardmetros utilizados para quantificacdo de células
TCD4 ' T-bet TFN-3" de um dos pacientes com tuberculose, o qual apresentou 6,5% das células TCD4" com o
fenotipo pesquisado (Q2). As analises foram realizadas pelo software BD FACS DIVA.
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Figura 4. Porcentagens de células TCD4 T-bet IFN-3" de pacientes com tuberculose pulmonar ativa (TB) e
controles saudaveis (PT- e PT+). Pacientes com TB apresentam maior porcentagem de células Thl especifi-
cas. A, Analise das células cultivadas somente com Meio (controle negativo do teste). Analise das células
estimuladas com PHA (controle positivo do teste). C, Analise das células estimuladas com rGLcB (estimulo
especifico). Os resultados representam a mediana (barra central), o desvio padréo (barras superiores e inferio-
res) e amplitude de variagdo (limites superior e inferior do quadrado) de cada um dos grupos. * Diferenca
significativa dos individuos PT+ (n=11) e dos pacientes com TB (n=21) comparados com os controles PT-
(n=12) (p<0,05).



5.4 Analise de células Th17 IL-17+

Apbs selecido da populagio de linfécitos (Figura SA) e destes as células CD4 " (conforme des-
crito na se¢dio anterior, Figura 5B), as células Th17 (CD4'TL-23R'IL-17") foram caracterizadas
quanto a expressdo do receptor da interleucina 23 (IL-23R) e avaliadas quanto a positividade para
IL-17 (Figura 5C). Observou-se que pacientes com tuberculose pulmonar ativa apresentavam células
Th17 especificas ao antigeno recombinante GLcB (Figura 6C) enquanto que as células dos indivi-
duos com tuberculose latente e dos controles saudaveis ndo responderam especificamente a este anti-

geno (Figura 6C).
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Figura 5. Exemplos de Dot Plots de citometria de fluxo representando a selegio de células CD4 TL-23R"IL-
17°. A, Selegdo de células mononucleares do sangue periférico de um dos pacientes com tuberculose apds
estimulo com rGLcB de acordo com os parametros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). B, Selecdo da
populacio de células TCD4" de acordo com a fluorescéncia. C, Pardmetros utilizados para quantificacio de
células TCD4'IL-23R"IL-17" de um dos pacientes com tuberculose, o qual apresentou 3,2% das células
TCD4" com o fenétipo pesquisado (Q2-1). As andlises foram realizadas pelo software BD FACS DIVA.
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Figura 6. Porcentagens de células TCD4'IL-23R'IL-17" de pacientes com tuberculose pulmonar ativa (TB) e
controles saudaveis (PT- e PT+). Pacientes com TB apresentam maior porcentagem de células Th17 especifi-
cas. A, Analise das células cultivadas somente com Meio (controle negativo do teste). Analise das células
estimuladas com PHA (controle positivo do teste). C, Analise das células estimuladas com rGLcB (estimulo
especifico). Os resultados representam a mediana (barra central), o desvio padréo (barras superiores e inferio-
res) e amplitude de variagdo (limites superior e inferior do quadrado) de cada um dos grupos. * Diferenca
significativa dos pacientes com TB (n=21) comparados com os individuos PT+ (n=11) e controles PT- (n=12)
(p<0,05).



5.5 Analise de células T reguladoras

Para avaliar a presenga das células T reguladoras, as PBMC obtidas de todos os grupos foram
concentradas e fixadas em laminas de vidro com acetona e em seguida foi realizada imunocitoquimi-
ca, onde as células foram marcadas com anticorpos monoclonais que caracterizam células T regula-
doras (anti-CD4, anti-CD25 e anti-FOXP3). Observou-se que tanto os pacientes com tuberculose
ativa e latente quanto os controles saudaveis apresentam células expressando os marcadores analisa-
dos (Figura 7) indicando que hé a presenga de células reguladoras no sangue periférico destes indivi-
duos.

Apos constatar a presenga de células T reguladoras, as mesmas foram quantificadas pela téc-
nica de citometria de fluxo. Apos sele¢do da populagdo de linfécitos (Figura 8A) e destes as células
CD4" (conforme descrito anteriormente, Figura 8B), avaliou-se as células T reguladoras (Treg), que
foram caracterizadas pela expressdo do CD25 (cadeia «x do receptor da IL-2) e do fator de transcri¢do
FOXP3 (indutor da diferenciacdo de células T reguladoras) (Figura 8C).

Notou-se que tanto individuos com tuberculose ativa como latente possuem porcentagem
(Figura 9A) e numero total (Figura 9B) de células T reguladoras especificas ao antigeno recombinan-

te GLcB aumentadas quando comparadas ao controle (p<0,05).



CD4 CD25 FOXP3

Figura 7. Presenca de células expressando marcadores de células T reguladoras no sangue periférico de paci-
entes com tuberculose ¢ individuos saudaveis. PBMC foram obtidas dos individuos em estudo, fixadas em
laminas e marcadas com anticorpos monoclonais especificos para CD4, CD25 ¢ FOXP3. Imunocitoquimica,
aumento original de 20x.
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Figura 8. Exemplos de Dot Plots de citometria de fluxo representando a selecdo de células
TCD4'CD25'FOXP3". A, Selegio de linfocitos do sangue periférico de um dos pacientes com tuberculose
apos estimulo com rGLcB de acordo com os pardmetros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). B, Selegéo
da populagio de células TCD4 " de acordo com a fluorescéncia. C, Pardmetros utilizados para quantificagio de
células TCD4'CD25"FOXP3" de um dos pacientes com tuberculose, o qual apresentou 2,8% das células
TCD4" com o fendtipo pesquisado (Q2). As analises foram realizadas pelo software BD FACS DIVA.
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Figura 9. Porcentagens de células T reguladoras (TCD4 CD25'FOXP3") especificas ao antigeno GLcB de
pacientes com tuberculose pulmonar ativa (TB) e controles saudaveis (PT- e PT+). Pacientes com TB apresen-
tam maior porcentagem de células Treg especificas. A, Analise da porcentagem de células Treg dos grupos
analisados. B, Analise do numero absoluto de células Treg no sangue periférico dos grupos avaliados. Os
resultados representam a mediana (barra central), o desvio padrio (barras superiores ¢ inferiores) e amplitude
de variag¢do (limites superior e inferior do quadrado) de cada um dos grupos. * Diferenca significativa dos
individuos PT+ (n=11) e dos pacientes com TB (n=21) comparados com os controles PT- (n=12) (p<0,05).



5.6 Analise de células T reguladoras TGF-3+

Apos a selecdo das células Treg de acordo com os parametros descritos anteriormente, as
células TCD4 CD25'FOXP3" foram selecionadas e analisadas quanto a positividade para TGF-
(Figura 10A). Observou-se que somente os pacientes com tuberculose pulmonar ativa apresentam
células Treg TGF-I+ especificas para o antigeno recombinante GLcB comparados com individuos

com TB latente e com os controles saudaveis (Figura 10B) (p<0,05).
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Figura 10. Porcentagens de células Treg TGF-1+ (TCD4 CD25 FOXP3" TGF-1") de pacientes com tubercu-
lose pulmonar ativa (TB) e controles saudaveis (PT- e PT+). Pacientes com TB apresentam maior porcenta-
gem de células Treg TGF-[i+ especificas. A, Exemplos de Dot Plots da analise das células Treg TGF-1", onde
foi feita uma selecdo nas células TCD4'CD25'FOXP3" e estas foram avaliadas quanto a positividade para
TGF4l. B, Analise das células Treg TGF-{'+ de todos os grupos estudados (Meio=controle negativo, PHA=
controle positivo, GLcB= estimulo especifico). Os resultados representam a mediana (barra central), o desvio
padrio (barras superiores e inferiores) e amplitude de variacdo (limites superior e inferior do quadrado) de
cada um dos grupos. * Diferenca significativa dos pacientes com TB (n=21) comparados com os individuos
PT+ (n=11) e controles PT- (n=12) (p<0,05).



5.7 Analise de células T reguladoras IL-10+

De acordo com os mesmos pardmetros descritos na se¢do anterior, foi analisada também a
positividade das células T reg selecionadas quanto a IL-10 (Figura 11A). Nao houve diferenga signi-
ficativa na porcentagem de células Treg IL-10" especificas ao antigeno recombinante GLcB quando

comparou-se os grupos estudados (Figura 11B).
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Figura 11. Porcentagens de células Treg IL-10" (TCD4'CD25"FOXP3 IL-10") de pacientes com tuberculose
pulmonar ativa (TB) e controles saudaveis (PT- e PT+). Ndo houve diferenca significativa na porcentagem de
células Treg IL-10" especificas ao antigeno rGLcB nos grupos estudados. A, Exemplos de Dot Plots da anali-
se das células Treg IL-10", onde foi feita uma sele¢fio nas células TCD4'CD25"FOXP3" e estas foram avalia-
das quanto a positividade para IL-10. B, Analise das células Treg IL-10" de todos os grupos estudados (Mei-
o=controle negativo, PHA= controle positivo, GLcB= estimulo especifico). Os resultados representam a me-
diana (barra central), o desvio padrdo (barras superiores e inferiores) ¢ amplitude de variac¢do (limites superior
e inferior do quadrado) de cada um dos grupos.



5.8 Analise das células de pacientes com alto risco de desenvolvimento de tuberculose ativa

O constante tratamento com antiinflamatorios e drogas anti-TNF-ix aos quais os pacientes
com AR sdo submetidos, propicia a uma maior susceptibilidade de reativagdo da TB e consequente-
mente favorece a progressao da doencga. Diante disso, a avaliacdo da resposta imune destes pacientes
beneficiaria o entendimento do desenvolvimento da TB ativa. Portanto, células Thl, Th17 e T regu-
ladoras de pacientes com AR e daqueles pacientes que apresentam AR e que desenvolveram TB
(TBAR) foram analisadas por citometria de fluxo conforme ja descrito neste trabalho. Os resultados
mostrados anteriormente para pacientes com tuberculose ativa foram confirmados através da andlise
das subpopulagdes de células TCD4" Thl, Th17 e T reguladoras do grupo de pacientes com TBAR.

Nao houve diferencga significativa na analise de todas as subpopulag¢des aqui estudadas de pa-
cientes com AR PT+ quando comparado aos pacientes com AR PT-. Portanto, o grupo de pacientes
com AR constitui tanto os pacientes PT+ quanto os PT-. A andlise das células TCD4" demonstrou
que pacientes com TBAR apresentam maior numero de células, quando comparado com os pacientes
com AR (Figura 12B). Nao observou-se diferenca na porcentagem dessas células quando compara-
mos os dois grupos (Figura 12A).

Pacientes com TBAR apresentaram indices semelhantes aos pacientes com AR, de células
Th1 especificas ao antigeno rGLcB (Figura 12C). Porém, a presenga de tuberculose ativa nos pacien-
tes com AR, induziu o aumento da porcentagem de células Th17 (Figura 12D), porcentagem e niime-
ro absoluto de T reguladoras (Figura 12E e 11F) e Treg TGF41" (Figura 12G) especificas ao antige-
no rGLcB quando comparados aos pacientes com AR. Nao houve diferenga significativa na porcen-

tagem de células Treg IL-10" (Figura 12H).
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Figura 12. Analise das células de paciente com AR e TBAR. A, Porcentagens de células TCD4". B, Niimero
absoluto de células TCD4". C, Porcentagens de células TCD4 T-bet TFN-:". D, Porcentagens de células
TCD4'IL-23R'IL-17". E, Porcentagens de células TCD4 CD25 FOXP3". F, Ntimero absoluto de células
TCD4'CD25'FOXP3". G, Porcentagens de células TCD4 CD25 FOXP3 TGF-[*". H, Porcentagens de células
TCD4'CD25'FOXP3'IL-10". Os resultados representam a mediana (barra central), o desvio padrio (barras
superiores e inferiores) e amplitude de variag@o (limites superior ¢ inferior do quadrado) de cada um dos gru-
pos. * Diferenca significativa dos pacientes com TBAR (n=3) comparados com os pacientes com AR (n=22)
(p<0,05).



5.9 Ensaio Funcional

Para avaliar o papel das células T reguladoras na tuberculose, PBMCs autélogas marcadas
com CFSE de pacientes com TB foram co-cultivadas com células Treg purificadas através da sepa-
racdo com esferas magnéticas e previamente estimuladas com anti-CD3 e rGLcB. Foi avaliada a pro-
liferacdo das PBMCs co-cultivadas com células Treg a partir da selecdo de células marcadas com
CFSE. Observou-se que células co-cultivadas com Treg autdlogas reduzem a sua proliferacdo (Figu-
ra 13B) quando comparadas com as células cultivadas sem Treg (Figura 13A). Essa inibi¢do da pro-
liferagdo € especifica, uma vez que as células foram cultivadas com o antigeno rGLcB, mostrando a

especifidade da regulagdo.

Sem Treg Com Treg
A B
4,8% 2,3%
PHA : 1
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Figura 13. Inibi¢do da proliferagdo de células autélogas em pacientes com TB por células Treg. Co-cultura de
células Treg purificadas através de esferas magnéticas cultivadas com PBMC autologo de pacientes com TB
(n=3). A, Células cultivadas na auséncia de Treg com e sem estimulo especifico (rGLcB). B, Células cultiva-
das na presenga de Treg com e sem estimulo especifico (rGLcB). A parte azul do gréafico representa a porcen-
tagem das células que tiveram a sua proliferagéo inibida.



6. DISCUSSAO



A andlise do perfil socio-epidemiologico dos participantes deste estudo demonstrou que a
maioria dos pacientes com TB era do sexo masculino e com a faixa etaria média adulta em fase de
reproducdo. Isto também é observado nos pacientes com AR, porém a maioria deles era do sexo fe-
minino. A andlise das células mononucleares do sangue periférico de pacientes com tuberculose
pulmonar ativa (TB e TBAR) demonstrou a existéncia de um numero significativo de células TCD4"
especificas para o antigeno recombinante GLcB do M. tuberculosis. Dentro desta populagdo, a por-
centagem das subpopulacdes celulares Thl, Th17 e Treg TGF-{I" especificas encontraram-se aumen-
tadas no sangue periférico destes mesmos individuos. J4 os individuos com tuberculose latente (PT+)
apresentaram somente células Thl especificas em niveis mais elevados que os controles saudaveis.

No estudo de corte transversal, observou-se que 61.9% dos pacientes com tuberculose pul-
monar ativa eram do sexo masculino (n=13), constituindo a maioria dentro do grupo de estudo, uma
vez que somente 38% eram do sexo feminino (n=8). A vida social dos homens nos paises em desen-
volvimento ¢ mais livre e mais dinamica do que a das mulheres, propiciando a este sexo uma maior
chance de infec¢do com o bacilo da TB. De acordo com a OMS, na maior parte do mundo, a maioria
dos individuos diagnosticados com TB é do sexo masculino e estes morrem mais por esta doenga se
comparados com o sexo feminino (WHO 2009). Quanto a faixa etaria destes individuos, a média de
idade foi de 41.9 anos, variando de 23 a 60 anos de idade. A tuberculose ¢ uma doenga que afeta a
populacdo de individuos adultos em fase reprodutiva e estes dados refletem, portanto, o que ocorre
no Brasil e no mundo, uma vez que o pais constitui uma regido endémica para a doenga (WHO
2009). Além disso, estes achados estdo de acordo com Almeida et al (2008) e Araujo-Filho et al
(2008) que encontraram médias de idade (42 e 39.7, respectivamente) e variacdo média em anos (20-
74 e 22-74 respectivamente) semelhante em seus grupos de pacientes com tuberculose pulmonar
(Almeida et al. 2008; Aratjo-Filho et al. 2008). Vale ressaltar que os trés estudos foram realizados
na mesma regido do pais, o Estado de Goids, justificando assim tamanha coincidéncia.

Ao analisar os individuos com artrite reumatodide, observou-se que 90,9% dos pacientes eram
do sexo feminino (n=20), constituindo a maioria dentro do grupo estudado. A média de idade dos
pacientes com AR foi de 51 anos, variando de 21 a 75 anos. Neste estudo, ¢ muito interessante notar
que somente trés dos individuos com AR desenvolveram tuberculose ativa (12%) e nossos achados
estdo de acordo com a OMS, que afirma que aproximadamente 5-10% dos individuos com infec¢do
latente sofrem reativacdo para doencga ativa durante a vida (WHO 2009). Todos os pacientes que de-
senvolveram tuberculose pulmonar ativa eram do sexo feminino, o que era esperado uma vez que
formavam a maioria dentro deste grupo. A OMS afirma que a AR afeta duas vezes mais mulheres do
que homens em decorréncia de fatores genéticos ainda ndo totalmente elucidados e a sua incidéncia
aumenta com a idade (WHO 2008).

Durante a avaliagdo dos pacientes que receberam a vacina profilatica durante a infancia, 14

individuos com tuberculose pulmonar ativa e 16 pacientes com AR foram vacinados com BCG na



infancia enquanto sete pacientes com TB e 09 pacientes com AR nao foram vacinados ou ndo soube-
ram informar sobre a vacinagdo e nem apresentavam cicatriz vacinal. Atualmente, a eficdcia da pro-
tecdo induzida pela BCG contra TB tem sido muito questionada (Abou-Zeid et al. 1987; Kaufman
2004). Apesar de ndo induzir prote¢do contra a TB em individuos adultos, a BCG oferece proteg¢ao
acima de 50% contra TB infantil e meningites tuberculosas (Andersen 2007). Em decorréncia disto,
novas vacinas estdo sendo extensamente pesquisadas no intuito de melhorar a eficacia do BCG ou
mesmo substitui-la (Derrick et al. 2004; Franco et al, 2008; Vasconcelos-Junior et al. 2009).

Embora aspectos criticos da tuberculose em humanos tenham sido estudados, a resposta imu-
ne durante a evolugdo para doenga ativa é um assunto em debate. Nesse estudo nds avaliamos sub-
populagdes de células TCD4" e correlacionamos com o status da doenca ativa. Pacientes com TB
pulmonar ativa (TB e TBAR) apresentaram maior numero de células TCD4" no sangue periférico
quando comparado com os individuos com tuberculose latente e com os controles saudaveis. Nossos
resultados estdo de acordo com os resultados encontrados por Barcelos et al. (2006) e Light et al.
(2002) que também encontraram aumento dos niveis de células TCD4" em pacientes com tuberculo-
se, independente do status clinico da doenga comparados aos controles saudaveis (Light et al. 2002;
Barcelos et al. 2006). Porém, a tuberculose ativa ja foi associada com redugio de linfécitos TCD4"
no sangue periférico, o que pode ser explicado pela migragdo dos linfocitos para o sitio de infeccio
(pulméo) (Beck et al. 1985). Além disso, linfocitos TCD4" e suas citocinas sdo componentes criticos
na imunidade protetora contra M. tuberculosis (Flynn & Chan 2001). Ja os pacientes com AR nio
mostraram aumento dos niveis periféricos de células TCD4", concordando com os achados descritos
por Fekete et al (2007) e Berner et al (2000) que analisaram a porcentagem de células TCD4" de
PBMC de pacientes com AR e observaram que estes pacientes apresentam niveis semelhantes destas
células aos controles saudaveis (Fekete et al. 2007; Berner et al. 2000).

A avaliacdo das células Thl demonstrou que individuos com TB ativa e latente apresentam
uma resposta especifica ao antigeno rGLcB do M. tuberculosis com produgdo de IFN-%. A resposta
imune Thl ¢ efetiva e protetora contra infec¢des causadas por microrganismos intracelulares como o
M. tuberculosis e é caracterizada pela producdo de citocinas como IFN-y, IL-12 ¢ TNF-o (Takashima
et al. 1990; Schluger 2001; Salgame 2005). A importancia da producio de IFN-y por células TCD4"
na tuberculose tem sido bem demonstrada, onde camundongos KO (knockout) para IFN-y e humanos
com defeito no receptor para IFN-y sdo mais susceptiveis a infec¢do por TB (Cooper et al. 1993;
Flynn et al. 1993; Newport et al. 1996). Nosso grupo demonstrou previamente que células de pacien-
tes com TB reconhecem vdrios antigenos de M. tuberculosis principalmente através de células
TCD4" produtoras de IFN-y (Aratjo-Filho et al. 2008). No presente estudo nés demonstramos no-
vamente que individuos com TB ativa e latente induzem uma resposta imune especifica com produ-
¢do de IFN-y. Além disso, nos classificamos estas células como T-bet", confirmando o seu fenétipo

Thl (Wallet et al. 2010). Estes resultados sugerem que antigenos de M. tuberculosis sdo capazes de



induzir a diferenciacdo de células ThO em um fenétipo Thl, embora estas células Thl nem sempre
induzam protecdo contra TB.

Apesar de somente quatro pacientes com AR apresentarem PT+, surpreendentemente, os pa-
cientes com AR (independente da PT) apresentaram resposta imune Thl especifica ao antigeno r-
GLcB semelhante aos individuos com infec¢do latente. Uma vez que a prova tuberculinica tém sido
descrita como um teste ndo apropriado para identificagdo de infecg¢do latente em individuos com AR
(Leon et al. 2005), tais achados podem indicar possivel infec¢do latente em pacientes com AR que
foram caracterizados como PT-. Recentes estudos tém descrito a dificuldade em diagnosticar TB
latente em individuos com AR (Tannus-Silva et al, 2010) e sugerem que a dosagem de IFN-% da cul-
tura de leucocitos do sangue como um melhor teste para identificar individuos com infecgdo latente
(Desem & Jones 1998; Efthimiou & Sood 2007; Marques et al. 2009). Além disso, o antigeno utili-
zado na PT (Derivado Protéico Purificado — PPD) nao € especifico para M. tuberculosis € como o
Brasil ¢ um pais endémico para outras micobactérias, como o M. leprae, o teste € passivel de inter-
pretacdes erradas em decorréncia da reacdo cruzada que pode ocorrer com outros antigenos micobac-
terianos (Desem & Jones 1998). Em adi¢do, os pacientes com AR apresentam uma inabilidade em
produzir uma adequada resposta ao PPD, em decorréncia de um defeito na fungdo imune celular des-
tes pacientes (Panayi et al. 2001; Kraan et al. 2000) e o longo tratamento dos pacientes com AR com
drogas antiinflamatérias (mais de dez anos) pode reduzir a capacidade de migragdo das células em
resposta ao PPD (Matulis et al, 2008; Kraan et al. 2000).

Além das células Thl, analisamos as células Th17 e observamos que somente os pacientes
com TB pulmonar ativa (TB e TBAR) induzem uma resposta Th17 especifica ao rGLcB, com positi-
vidade para IL-17. Além das citocinas classicamente descritas na TB, outras descobertas mais recen-
temente estdo sendo investigadas nessa patologia. Uma nova subpopulacdo de células T que produ-
zem interleucina-17 (IL-17) tem sido caracterizada na TB (Lenarczyk et al. 2000; Harrington et al.
2006; Mangan et al. 2006), porém ¢ a primeira vez que ¢ investigada uma populagdo celular classi-
camente caracterizada como Th17, uma vez que neste estudo, estas foram caracterizadas somente
quando expressavam ao mesmo tempo o receptor para IL-23 e produziam IL-17. Estudos recentes
tém sugerido que linfécitos T auxiliares produtores de IL-17 estdo ativados durante a TB, embora o
seu papel ndo esteja totalmente claro nesta doenca. A eliminag@o de células Th17 em camundongos
leva a uma redugdo da acumulagio de células TCD4 TFN-y" no pulmio e diminuem a protegio em
um modelo de vacina, indicando o papel crucial destas células na patogénese da TB (Khader et al.
2007). E provavel que estas células representem a primeira linha de defesa contra o M. tuberculosis e
participem dos estagios iniciais de formagdo do granuloma através do recrutamento de neutréfilos
para a lesdo primaria (Ouyang et al. 2008).

O presente estudo encontrou que células Th17 especificas foram correlacionadas com a fase

ativa da TB, tanto nos paciente com TB ativa quanto nos pacientes com AR que desenvolveram a



doenca ativa, uma vez que tanto os individuos com infec¢do latente quanto os pacientes com AR ndo
mostraram aumento na porcentagem destas células especificas. Foi demonstrado previamente que a
porcentagem de células Th17 e suas citocinas sdo menores em pacientes com TB ativa quando com-
paradas com doadores saudaveis e individuos com infec¢do latente (Curtis & Way 2009; Babu et al.
2010), mas estes estudos, ndo avaliam células Th17 especificas a antigenos do M. tuberculosis em
pacientes de uma regido endémica rica em micobactérias ambientais como o Brasil, além disso, ne-
nhum destes estudos demonstrou o papel dessa subpopulacido em pacientes com TBAR.

Uma outra subpopulagio de células TCD4" que vem sendo amplamente estudada é a de célu-
las T reguladoras, das quais a sua participacdo efetiva na tuberculose ainda vém sendo desvendada.
Estudos realizados previamente por nosso grupo demonstraram um forte indicativo de que haveria
outras subpopulagdes celulares TCD4" produtoras de IL-10 que poderiam estar envolvidas na pato-
génese da doenga (Araujo-Filho et al. 2008). Uma vez que as células Treg tém sido descritas como
células produtoras de citocinas anti-inflamatorias, como a IL-10, analisamos as células Treg dos in-
dividuos incluidos neste estudo. Os resultados aqui apresentados demonstraram que individuos com
TB ativa e latente tém niveis aumentados de células Treg (TCD4 CD25 FOXP3") no sangue perifé-
rico e concordam com outros dados j& descritos na literatura (Chen et al. 2007; Roberts et al. 2007;
Chiacchio et al. 2009). Estudos recentes tém indicado que as células Treg CD4'CD25"" podem ser

ativadas e expandidas durante a estimulacdo com bactérias, parasitas e antigenos virais in vivo (Bel-
kaid et al. 2002; Hougardy et al. 2007a). Isto implica que células TCD4'CD25" podem prevenir a

imunopatologia induzida por um patégeno, mas podem também aumentar a carga de infecc¢do e pro-
longar a persisténcia do patégeno suprimindo respostas imunes. Um equilibrio entre os mecanismos
reguladores e efetores podem determinar o resultado de uma infec¢do, e em alguns casos, isso pode
ser benéfico para o hospedeiro e para o patogeno (Shevach 2002).

Nos resultados observados aqui, h4 um aumento dos niveis de células Treg TGF-[I" somente
em pacientes com TB ativa (TB e TBAR) enquanto os niveis de células Treg IL-10" permanecem
semelhantes aos dos individuos com tuberculose latente e aos controles saudaveis. A superprodugdo
de citocinas imunossupressoras como a IL-10 e TGF-B por células Treg tem sido relatada por Saka-
guchi (2005) e O'Garra & Vieira (2004), embora sua fun¢do na TB humana ndo seja bem compreen-
dida (O’Garra & Vieira 2004; Sakaguchi 2005). Ja foi sugerido que o aumento de IL-10 e conse-
quentemente de células Treg podem estar associados ao desenvolvimento da tuberculose ativa
(Boussiotis et al. 2000). TGF- também pode ter um papel no aumento da susceptibilidade devido a
inducdo de apoptose de células T produtoras de IFN-y de pacientes com TB (Hirsch et al. 1999;
Hirsch et al 2001). Roberts et al. (2007) demonstraram que a imunossupressdo durante a tuberculose
ativa ¢ caracterizada por aumento da expressio de mRNA de TGF-B (Roberts et al. 2007), que esta
de acordo com a nossa constatacdo de que a tuberculose ativa aumentou os niveis de células Treg

TGF-B+ no sangue periférico.



Os pacientes com AR (com ou sem TB) mostraram altos niveis de células Treg IL-10" especi-
ficas a0 rGLcB quando comparado com todos os outros grupos estudados. A patogénese da AR en-
volve baixa producdo de IL-10 por células T no sangue periférico enquanto que no liquido sinovial
destes pacientes uma alta porcentagem destas populagdes de células T s@o observadas (Berner et al.
2000; Mclnnes & Schett 2007). Tém sido recentemente mostrado que macréfagos de pacientes com
AR estimulados com IFN-% produzem citocinas pro-inflamatdrias quando expostos a antigenos pre-
sentes no liquido sinovial, porém na auséncia do IFN-4 ha produgdo de IL-10 (Wallet et al. 2010).
Quando avaliou-se a resposta imune especifica, observou-se que as células mononucleares do sangue
periférico dos pacientes com AR também apresentaram producdo de IFN-% mesmo na presenga de
células Treg IL-10", demonstrando que outros mecanismos podem estar envolvidos nessa doenca.

Treg constituem um componente essencial da tolerancia periférica através da supressao de cé-
lulas T auto-reativas e potencialmente na prevencdo das doencas auto-imunes (Sakaguchi 2005).
Recentes estudos tém indicado que as células Treg podem também contribuir para a modulag@o ne-
gativa da resposta imune anti-TB (Ribeiro-Rodrigues et al. 2006; Guyot-Revol et al. 2006). O meca-
nismo pelos quais as células Treg suprimem essas respostas, no entanto, permanece controverso. Isso
pode envolver a produ¢do de IL-10 ou TGF-B e requerer o contato direto célula-célula (O’Garra &
Vieira 2004; Gayot-Revol et al. 2006). Muitos estudos t€ém demonstrado o papel imunossupressor
das células Treg na TB (Ribeiro-Rodrigues et al. 2006; Li et al. 2007; Hougardy et al. 2007b; Chen
et al. 2007), através da supressdo de células Thl evidenciada pela redugdo dos niveis de IFN-¥ ob-
servados ou da inibi¢do da proliferacdo celular. Porém, o nosso € o primeiro estudo a demonstrar que
a supressdo da proliferacdo de células TCD4" por células Treg autélogas é antigeno-especifica.

E muito interessante notar que, enquanto os niveis de individuos com infecgdo latente apre-
sentaram aumento de células Treg no sangue quando comparado com o os individuos saudaveis, os
individuos com infec¢do latente ndo apresentaram um aumento significativo na proporcao de células
TCD4" IL-10" ou TGF-B", aumentando a possibilidade de que elas podem nio ter sido ativadas no
sangue periférico, contrariamente as células Treg de pacientes com tuberculose ativa. Em outras pa-
lavras, durante a tuberculose latente, os niveis de citocinas pré-inflamatorias como exemplificado
pelos niveis de células Th17 foram baixas e, talvez, ndo exigem Treg atividade. Esta possibilidade
poderia ser avaliada por um experimento ex vivo.

Em virtude dos resultados aqui apresentados, geramos uma hipdtese que pode explicar a par-
ticipacdo das subpopulagdes celulares Thl, Th17 e Treg na transi¢do do estado latente da TB para a
doenga ativa, conforme sugerido por Lin & Flynn et al. (2010) (Figura 14). Uma vez que o hospedei-
ro é infectado com o M. tuberculosis, uma efetiva resposta imune especifica Thl é induzida. Essa
resposta imune produz citocinas (IFN-%, TNF-ii) que sdo requeridas para a formagdo e manutencio
do granuloma. Nesta situagdo, a razdo entre macrofagos infectados e ativados é provavelmente cons-

tante em ordem de seqiiestrar o patdogeno no foco primario da infec¢do. O aumento dos niveis de cé-



lulas Th17 especificas, que pode ser explicado pela propria genética imunologica do individuo, causa
um prejuizo e favorece a dissolu¢do do granuloma, levando consequentemente a reativacdo da doen-
ca. A excessiva ativacdo de células Th17 recruta neutréfilos que destroem a integridade do granulo-
ma devido a um estresse oxidativo, permitindo a disseminacdo dos bacilos. Devido aos elevados ni-
veis de células Thl e Th17 especificas durante a tuberculose ativa, células Treg sdo ativadas e geram
TGF-{!. Esta citocina pode modular rea¢des inflamatorias nas membranas mucosas, evitando o dano
pulmonar excessivo, porém o TGF-[I produzido estd indiretamente envolvido no desenvolvimento de
células Th17 através da inibi¢do de células Thl, que seriam efetivas na doenca (Santarlasci et al.
2009). Portanto, isto gera um mecanismo de realimentagdo positiva com maior inducdo de Thl7 e

maior disseminag¢do da bactéria, mantendo, portanto o estado ativo da doenca.
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7. CONCLUSOES



Pacientes com TB apresentam células com fendtipo Thl, Th17 e T reguladoras assim como

os individuos com TB latente e os controles saudaveis.

A tuberculose ativa esta relacionada com a participacdo de uma elevada porcentagem de célu-
las Thl, Th17 e T reguladoras TGF-[I+ especificas para o antigeno rGLcB do M. tuberculosis, en-

quanto que na TB latente ha somente a influéncia de células Th1 especificas.

Nao houve diferenga na resposta imune das subpopulagdes de células Thl, Th17 e Treg de
pacientes com AR PT+ e PT-, porém os pacientes com TBAR apresentaram resposta imune especifi-

ca Thl, Th17 e Treg, o que ndo foi observado nos pacientes com AR.

A atividade das células Thl, Th17 e Treg em pacientes com tuberculose ativa (TB e TBAR)

foi semelhante, confirmando o envolvimento dessas células na doenca ativa.

A funcdo das células T reguladoras na TB est4 relacionada com a supressdo da proliferacdo

de outras células especificas na resposta imune ao M. tuberculosis.
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ANEXO 3 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

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

Pesquisador responsavel: Profa. Dra. Ana Paula Junqueira-Kipnis, Imunologista. Laboratorio de Imunopato-
logia das Doencas Infecciosas, sala 325 — IPTSP/UFG. Telefone: (62) 3209-6126.

Vocé esta sendo convidado (a) a participar, como voluntario (a), na pesquisa indicada acima que sera
realizada na Universidade Federal de Goias (Goiania-Go). Apds ler com atengo e ser esclarecido (a) sobre
suas duvidas, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento que esta em duas vias.
Uma delas € sua e a outra ¢ do pesquisador responsavel. Esta pesquisa tem como objetivo identificar e carac-
terizar células que sdo importantes na defesa contra Mycobacterium tuberculosis (bactéria que causa a doenca
Tuberculose). O resultado deste projeto tentara melhorar a metodologia de diagnéstico e tratamento desta
doenga. Os nomes dos pesquisadores envolvidos sdo: Arioldo Carvalho Vasconcelos Junior (Doutorando),
Bruna Daniella de Souza Silva (Mestranda), Francielle Poliana de Medeiros Rocha Guimaries (Biomédica) e
o pesquisador responsavel Profa. Dra. Ana Paula Junqueira Kipnis. Em caso de davidas sobre a pesquisa, vocé
podera entrar em contato com qualquer um de nos através do telefone (62) 3209 — 61 26.

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 Goiés, nos
telefones: (62) 3269 — 83 38 / (62) 3269 — 84 26.

O pesquisador gastara aproximadamente 20 minutos com vocé para explicar-lhe o motivo da pesqui-
sa, anotar algumas informagdes sobre o seu estado de saude atual e pedir o seu consentimento para participar
neste projeto. Neste periodo, um questionario serd preenchido para facilitar a analise dos resultados futura-
mente. Serdo coletados 20mL do seu sangue para obtencdo de soro e das células. Para coletar o seu sangue, o
seu bracgo sera esterilizado (limpado) com alcool, ¢ depois de garrotear (amarrar um eldstico) a parte superior
do seu braco o sangue sera coletado usando agulha e seringa estéril. Um banco de soros e células dos pacien-
tes com tuberculose serd formado para utilizar em estudos posteriores que auxiliem no diagnéstico da tuber-
culose.

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

Os dados obtidos, assim como o seu estado de saude 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 duragéo prevista de Julho de 2009 a Margo de 2013. Vocé tera como beneficio desta
participacdo o seu hemograma e a contagem/porcentagem de células (linfocitos) no sangue. Os resultados
serdo enviados diretamente ao seu médico e vocé podera obté-los na sua proxima consulta. Nao havera ne-

nhum tipo de pagamento ou gratifica¢do financeira pela sua participagdo. Porém em caso de danos decorrentes



de sua participagdo na pesquisa, vocé tera direito a pleitear indenizagio junto a Instituicdo Financiadora —

CNPq.

Consentimento da participacio

Eu,

b

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

do papel das células Th17 e T reguladoras na resposta imune celular de pacientes com tuberculose
pulmonar ativa, sob a responsabilidade da Dra. Ana Paula Junqueira Kipnis, como sujeito volunta-
rio. Fui devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador

sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos,

assim como os 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

interrupcdo do meu acompanhamento médico.

Nome do participante (letra de forma):

Assinatura:

Local e Data:

Assinatura Dactiloscdpica:

Testemunhas com RG.

1.Nome/assinatura: RG:

2 .Nome/assinatura: RG:

Nome e assinatura do Pesquisador:




ANEXO 4 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO

Vocé esta sendo convidado(a) para participar, como voluntario, em uma pesquisa intitulada
“Resposta humoral e celular na tuberculose infec¢do latente em pacientes com artrite reumatoi-
de”. O pesquisador responsavel por esse projeto € o Dr. Marcelo Fouad Rabahi, especialista em
doencgas pulmonares.

Apos ler com atengdo este documento, ser esclarecido(a) sobre as informagdes a seguir, no
caso de aceitar fazer parte desta pesquisa assine ao final deste documento, que estd em duas vias.
Uma delas ¢ sua e a outra ¢ do pesquisador responsavel. Vocé ainda terd liberdade para sair do
estudo a qualquer momento, se quiser, € sem precisar se explicar para isso. Em caso de divida

sobre a pesquisa, voc€ podera entrar em contato conosco, Dr. Marcelo ou Dra Daniela 3269-8385

e 3269-8350. Por ser uma participagdo voluntaria e sem interesse financeiro, vocé nao tera direito
a nenhuma remunera¢do. A recusa em participar ndo acarretara nenhuma penalizag¢do a vocé.

Trata-se de um estudo, que tem como objetivo avaliar a resposta imunoldgica para tuberculo-
se em pacientes com artrite reumatoide. Acredita-se que pacientes com artrite reumatodide, em
decorréncia da prépria doenca ou pelas medicacdes utiilizadas no seu tratamento, tem maior
chance de desenvolver infec¢des, principalmente tuberculose. A pesquisa também tem como ob-
jetivo estudar, no paciente com artrite reumatoide, o resultado de um exame muito utilizado na
tentativa de identificar pacientes que ja tiveram contato com o bacilo da tuberculose: a prova tu-
berculinica e comparar esse resultado com exames de sangue mais recentemente utilizados. Es-
tudaremos ainda altera¢des pulmonares que uma parcela dos pacientes com artrite reumatdide
desenvolvem durante o curso de sua doenca.

Para que essas avaliacdes sejam possiveis, serdo necessarias na avaliagcdo inicial: exame cli-
nico, coleta de sangue, realizagdo de radiografia de térax e tomografia computadorizada de térax,
provas de funcdo pulmonar e prova tuberculinica. Nao haverdo reavaliagdes a ndo ser que por al-
gum problema técnico algum exame precise ser repetido.

Abaixo, uma breve descri¢do dos procedimentos envolvidos:

1) Coleta de sangue: sera colhida em uma veia de seu antebrago cerca de 20ml de sangue para re-
alizagdo de exames que avaliam a resposta imune.

2) Radiografia e tomografia computadorizada de torax: serdo realizados para avaliar possivel
comprometimento pulmonar pela artrite reumatoide. Sdo procedimentos indolores mas que vao
expor vocé€ a um grau de radiacdo considerado seguro.

3) Prova de fun¢do pulmonar: serd pedido que vocé encha bem o peito e sopre o mais forte e ra-
pido que puder e por tanto tempo quanto conseguir em um bocal de uma maquina chamada espi-

rometro. O exame sera repetido apos usar uma dose inalada de salbutamol. Nos pacientes em que



a espirometria estiver alterada outros dois exames poderdo ser realizados no mesmo equipamen-
to, com manobras respiratdrias um pouco diferentes
4) Prova tuberculinica: ¢ um exame que pode identificar individuos que tiveram contato com o
bacilo da tuberculose. Consiste na aplicagdo de uma substancia conhecida como PPD, que néo
causa alteragcdes nocivas ao seu organismo e pode causar leve dor no local da aplicacdo, sendo
normal o aparecimento de um nodulo endurecido e avermelhado nesse local. O teste sera realiza-
do por via intradérmica, na dose de 0,1ml — equivalente a 2UT (unidade tuberculinica) — na parte
anterior do antebraco esquerdo, com seringa tipo insulina, de 1ml. A aplicagdo dos testes sera re-
alizada por profissional adequadamente treinado.
Os seus dados serdo sigilosos e privados, sendo que vocé podera solicitar informagdes

durante todas as fases da pesquisa, se achar necessario, inclusive apds a publicagdo da mesma.

Garantimos a vocé€ que os dados coletados serdo utilizados apenas para essa pesquisa € nao
serdo armazenados para estudos futuros.

Vocé ndo esta abrindo mio de nenhum de seus direitos legais ao assinar este documento, in-
cluindo seu direito relacionado a indenizag@o por danos

Em caso de duvidas sobre seus direitos com participante nessa pesquisa vocé podera entrar
em contato com o Comité de Etica do Hospital das Clinicas — UFG nos telefones: 3269-8338 /
3269-8426.

Consentimento da participacdo da pessoa como sujeito da pesquisa

Eu, , RG/ CPF/ abaixo assinado, con-

cordo em participar do estudo intitulado “Resposta humoral e celular na tuberculose infeccao la-
tente em pacientes com artrite reumatdide” , sob a responsabilidade da Dr Marcelo Fouad Rabahi
como sujeito voluntario.

Fui devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador

sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios
decorrentes de minha participagcdo. Foi me garantido que posso retirar meu consentimento a
qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrup¢do de meu acompanha-

mento/ assisténcia/ tratamento.

Local e Data:

Nome e Assinatura do sujeito:




Assinatura Dactiloscopica:

Nome e Assinatura do Pesquisador Responsavel:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimento sobre a pesquisa e aceite do sujeito
em participar.
Testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Assinatura:

Nome: Assinatura:




ANEXO 5 - Questionario dos Pacientes com Tuberculose e controles saudaveis

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

Data: I Numero do prontuario:
1. Nome:
Data de nascimento: [ Idade:
Raca: [ ]Branca [ ]Negra [ ]JAmarela [ ]Parda [ ]Indigena[ ] Ignorada
Sexo: [ ] Masculino [ ] Feminino
Estado civil: Grau de instrucao:
End.Residencial:
Bairro:
Cidade: Estado:
Fone: Contato:

Ponto de referéncia:

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

End.anterior:

Bairro: Cidade: Estado:

Observa-
coes:

Cidade de origem:

Quanto tempo mora em Goiania:

Numero de individuos na residéncia:

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

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

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

Diagnéstico clinico
Local do diagnéstico:
Médico responsavel:
Data de diagnéstico: I

4. Exames:
-Raios-X do torax: [ ]Suspeito [ INormal [ 1 Nao realizado.



-PPD: mm.

-Baciloscopia de Escarro: []Positiva [ INegativa [ INao Realizada
-Cultura: [ JPositiva [ JEm Andamento [ ]Negativa [ INdo Realizada.
-HIV: [ JPositivo [ ]JEm Andamento [ ]Negativo [ IN&o Realizado

5. Contatos:
Teve contato com TB ativa: [ ]sim [ Indo [ In&o sabe

Possui parentes com tuberculose que moram ou moraram na mesma casa:
[ Isim [ Indo [ ]n&o sabe

Convive ou ja conviveu com amigos, vizinhos, namorados (as) portadores de tuberculose:

[ ]sim [ Indo [ In&o sabe
Teve contato com hanseniase: [ ]sim [ In&o [ In&o sabe
TB ativa no momento: [ IJsim [ Indo [ Jndo sabe

Sinais e sintomas: [ ][Tosse []Escarro [ ][Hemoptise [ ]JEmagrecimento [ JAnorexia
[ ]Sudorese noturna [ ]Febre
Outros:

6. Doengas associadas:
[ |Diabetes [ ]Doenca Renal []Doenga Cardiaca [ ]Presséo Alta []Hepatite []HIV
tra

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

E alérgico (a): [ ]Sim [ Indo [ Jndo sabe
A que?

8. Tratamento anti TB:

INH: []sim [ Indo [ Indo sabe

RIF: []sim [ Indo [ ]Indo sabe

ETH: []sim [ Indo [ Indo sabe

PYZ: []sim [In&o [ ] ndo sabe

STP: []sim [Indo [ Indo sabe

Data de inicio do tratamento: [ Esquema:

ANEXO 6 — Questionario dos Pacientes com Artrite Reumatoide

Nome:

N° identificagdo Data:
Data nasc: Idade:
Sexo: () fem ( ) masc Pront:
Endereco:
Telefone: () Cel: ()
Naturalidade:

Profissao: Medico assistente:




Diagnostico de AR ha:

Medicagao Dose/dia

Medicagao Dose/dia

LTB ( )sim ( )ndo usa ACO( )sim ( )ndo Pode estar gravida( )sim ( )ndo ( ) NA

Tabagista atual( )sim ( )ndo anterior( )sim ( )ndo( ) Anos/mago

Parou ha:

Fogao a lenha ( )sim ( )ndo Anos/lenha:

Comorbidades e medicagdes:

Antecedentes profissionais:

Escolaridade:

Condig¢des de moradia:

Ja teve contato com tuberculose? ( )sim ( )ndo

Ja fez PPD () sim ( )ndo

Foi vacinado com BCG ( )sim ( )ndo ( )ndo sabe

Tem cicatriz vacinal? ( )sim ( )ndo

Tosse( ) Expectoragdo( ) chiado ( ) febre( ) perda de peso( ) inapeténcia( )

Dispnéia( )

Classificagdo

Grau [ Dispnéia para atividade fisica inten-
sa(correr, nadar, praticar esporte)

Graull Dispnéia para caminhar apressadamente
no plano ou quando sobe ladeira

Grau III Anda mais devagar que pessoas da mesma
idade devido a falta de ar ou quando ca-
minha no plano no préprio passo tem que
parar para descansar

Grau IV Apo6s andar alguns metros ou alguns mi-
nutos tem que parar para descansar

Grau V Falta de ar impede que saia de casa ou

surge falta de ar quando troca de roupa

Exame fisico:

Consentimento ()
PPD( )

Espirometria ()

TCAR: ( )
Coleta de Sangue ()

Critérios diagnosticos da AR

) Rigidez matinal por pelo menos 1h
) artrite de trés ou mais articulagdes
) artrite de articulacdes de maos

) artrite simétrica

) nédulo reumatoide

N e e e T

) fator reumatoide




() alteragdes radiograficas(erosdes ou descalcificacdes em maos e punhos)

OBS: Primeiros 4 critérios presentes por pelo menos 4 semanas

Necessarios 4 dos 7 critérios.
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