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RESUMO

CAVALCANTI, Y.V.C. Avaliagdo do perfil de producdo e expressdo de
mediadores da resposta imune celular em comunicantes e individuos com
histéria de tuberculose pulmonar. 2012. 150f. Tese (Doutorado). Universidade
Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.

A tuberculose pulmonar é um problema de salude publica mundial e apresenta alta
incidéncia no Brasil. Atualmente, o Brasil ocupa o 19° lugar no ranking dos 22 paises
gque concentram 80% dos casos em todo 0 mundo. A resposta imune humana contra a
tuberculose é especialmente mediada pelos linfocitos T CD4+. Entretanto, muitos
estudos ainda sdo necessarios para o entendimento exato do papel de cada citocina
no mecanismo de cura da doenca. A fim de caracterizar a producdo das citocinas
TNF-a, IFN-y, IL-10, o oxido nitrico (NO) e a expressao do marcador Foxp3, células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) de contatos intradomiciliares de individuo
com tuberculose pulmonar com (CTb) e sem (STb) histéria prévia de TB foram
estimuladas in vitro com antigeno de Mycobacterium tuberculosis (AgTbh) e com o
mitdgeno Concanavalina A por 24 e 48 horas. A dosagem das citocinas foi feita por
ELISA de captura e de NO pela quantificagdo do nitrito (NO,). PCR em Tempo Real
foi a técnica utilizada para detectar o mMRNA para Foxp3. Em 24 horas de cultivo
celular com antigeno total de M. tuberculosis (CTb = 10.158,38 + 7.438,38; STb =
15.083,10 + 9.292,66), observou-se uma producgdo significativa de TNF-a (0,05) no
grupo STh. Os grupos analisados nao apresentaram diferencas na expressao do
MRNA do marcador Foxp3. Foi verificado aumento (p= 0,04) entre IL-10 e Foxp3 e
correlacéo negativa (p = 0,009) entre NO (aumento) e Foxp3 (diminui¢do) ap6s 48h de
estimulo com AgTb. Observou-se também no grupo STb em 24 horas de culturas
estimuladas com AgTh um resultado semelhante ao grupo CTb (p = 0,03). Portanto, os
resultados obtidos sugerem que producdo de IL-10, IFN-y e de NO indicam que os
individuos CTb e STb produziram uma resposta celular especifica; porém, sem valores
que possam indicar uma maior ou menor susceptibilidade a doenca, e que TNF-q,
possivelmente funciona como um elemento fundamental para a manutencdo do estado
de saude dos comunicantes. A expressdo do marcador Foxp3 ndo esta associada
diretamente a uma maior predisposi¢cao nos individuos com histdria de tuberculose
pulmonar.

Palavras-chave: Tuberculose, citocinas, NO, Foxp3, comunicantes



ABSTRACT

CAVALCANTI, Y.V.C. Evaluation of the production and expression profile

of mediators of the immune response in communicants and individuals
with pulmonary tuberculosis history. 2012. 150p. Th esis (Doctorate).
Federal University of Pernambuco, Recife, Pernambuc o, Brazil.

Pulmonary tuberculosis is a global public health problem, presenting high
incidence in Brazil. Brazil nowadays ranks 19th among the 22 countries that, together,
account for 80% of all TB cases worldwide. Human immune response against
tuberculosis is specially mediated by CD4" T lymphocytes. However, many studies are
still needed for the complete understanding of the role for each cytokine in the cure
mechanisms of the disease. To further characterize the production of the cytokines
TNF-alpha, INF-gamma, IL-10 and nitric oxide, as well as the expression of the Foxp3
marker, peripheral blood mononucleated cells were collected from intradomiciliary
contacts of patients with pulmonary tuberculosis with or without previous history of
active infection. These cells were stimulated in vitro with Mycobacterium tuberculosis
antigen (TbAg) and with the mitogen Concavalin A for 24 and 48 hours. The cytokine
production was accessed through direct ELISA and the NO production through nitrite
guantification (NO,.). Real time PCR was used for detecting Foxp3 mRNA. In 24 hours
of cell culture with M. tuberculosis crude antigen (CTb = 10.158,38 + 7.438,38; STh =
15.083,10 + 9.292,66), it was observed a significant production of TNF-alpha (0.05) in
the STb group. The groups analyzed did not show difference in the expression of
Foxp3 mRNA. Positive correlation was observed between TNF-alpha and Foxp3 in the
cells stimulated for 24 hours (p=0.03) and 48 hours (p=0.02) with TbAg, considering
CTb and STh combined. Considering only CTb, it was observed a positive correlation
(p=0.04) between IL-10 and Foxp3 and a negative correlation (p=0.009) between NO
and Foxp3 after 48 hours stimuli with TbAg. Negative correlation was also observed in
the STb group in 24 hours culture of cells stimulated with TbAg (p=0.03). Therefore,
the results obtained suggest that regulatory immune mechanisms are possibly present
in the individuals analyzed and that in a prior moment, primordial factors such as the
presence of predisposing genetic components may have contributed to the progress of

the disease in the CTb group.

Key words: Tuberculosis, cytokines, NO, FOX-P3, communicants.
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1. INTRODUCAO

O género Mycobacterium apresenta mais de 100 espécies conhecidas,
com ampla distribuicdo geografica. Mycobacterium tuberculosis, um bacilo
intracelular facultativo, é a espécie mais frequentemente isolada em casos de
tuberculose (TB) humana. A tuberculose pulmonar € um problema de saude
publica mundial e apresenta alta incidéncia no Brasil. Ainda € a principal causa
de morte por um unico agente infeccioso. Estima-se que, em média, uma
pessoa com TB ativa possa infectar entre 10 e 15 individuos por ano (WHO,

2011).

Os dados da Organizacdo Mundial de Saude em 2010 indicaram para o
Brasil uma taxa de mortalidade de 2.6/100.000 habitantes com prevaléncia de
47/100.000 habitantes e uma taxa de incidéncia que mantém 43/100.000
habitantes (WHO, 2011). Atualmente, o Brasil ocupa o 19° lugar entre os 22
paises que concentram 80% dos casos em todo o mundo. Nesta lista, quanto
mais elevada € a posicdo ocupada pelo pais, melhor € a situagdo. Com relacéo
a incidéncia, o Brasil é 0 108° colocado. De acordo com os dados do Ministério
da Saude, Pernambuco ainda ocupa o 3° lugar no Brasil em incidéncia da

doenca com 46/100.00 habitantes (SINAN, 2012).

Sabe-se que o desenvolvimento da tuberculose estd associado com o
“status” imunolégico e que a resposta imunolégica protetora do hospedeiro
contra este patdégeno é mediada pela imunidade celular, onde algumas
citocinas e células Thl tém papel critico (KINJO et al., 2002). A compreensao
dos mecanismos envolvidos nesta resposta, e em particular, da funcao da rede

de citocinas envolvida na doenca, é de significativa relevancia para que
1
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avancos no desenvolvimento de formas efetivas de controle e prevencdo sejam

alcancados (RAJA, 2004).

Nessa perspectiva, o estudo dos comunicantes intradomiciliares de
casos de TB é essencial para os programas de combate e controle da
tuberculose, como um dos meios para o diagndstico precoce dos casos de TB

e diminuicdo da disseminacao da doenca (GAZETA et al., 2008).

A deteccdo de mediadores soluveis (citocinas e Oxido nitrico) e
marcadores moleculares implicados na resposta contra a micobactéria pode
revelar potenciais marcadores de protecdo nos individuos expostos ao M.
tuberculosis que apresentem as mesmas condigdes soOcio-ambientais. Além
disso, entender a participacdo de citocinas e de outros mediadores na resposta
imune do hospedeiro humano, pode favorecer potencial aplicacdo
imunoterapica no tratamento de pacientes TB multirresistentes a drogas e o

desenvolvimento de novas vacinas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Analisar e comparar a participacdo de mediadores soluveis e
moleculares na resposta imune de comunicantes com histéria de tuberculose

pulmonar e comunicantes sem histéria de tuberculose pulmonar.

2.2. Especificos

Quantificar a producéo das citocinas interferon-gama (IFN-y), fator de necrose
tumoral-alpha (TNF-a) e interleucina 10 (IL-10) e de 6xido nitrico (NO) nos
sobrenadantes de cultura de PBMC (células mononucleares do sangue
periférico) de individuos com e sem historia de tuberculose pulmonar apos

estimulo in vitro com antigeno total de Mycobacterium tuberculosis;

Quantificar a expressdo de mRNA para o marcador FoxP3 em cultura de
células T regulatérias de cultura de PBMC de individuos com e sem historia de
tuberculose pulmonar apos estimulo in vitro com antigeno total de M.

tuberculosis;

Comparar e associar os resultados imunologicos e moleculares obtidos dos

individuos com e sem histéria de tuberculose.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Aspectos Gerais

A Tuberculose (TB) é um problema de saude publica em todo o mundo e
a principal causa de morte por um agente infeccioso. Cerca de 5% - 10% das
pessoas infectadas progridem para a tuberculose primaria. A maioria dos
individuos controla a infec¢do, sdo assintomaticos, e tém infeccéo latente. A
cada segundo uma pessoa no mundo € infectada com o bacilo da TB e uma
pessoa com TB ativa ndo tratada, infecta em média 10 a 15 pessoas a cada
ano (WHO, 2011). A Organizacdo Mundial de Saude esta trabalhando para
reduzir drasticamente os casos de TB, e reduzir pela metade as mortes por
tuberculose e prevaléncia até 2015, através da sua Estratégia Stop. O Plano
Global do Stop TB é uma avaliagcdo global da acdo e conta com recursos
necessarios para implementar a estratégia “Travar a Tuberculose” e gerar um

impacto sobre a carga global da TB (WHO, 2012).

No Brasil, suas taxas de incidéncia permanecem altas nas duas Ultimas
décadas e estima-se a existéncia de mais de 42 milhdes de infectados, além de
a doenca ter levado a ocorréncia de cerca de 112.000 oObitos no periodo de
1999 a 2010 (SOUZA et al, 2005). A doenca acomete, principalmente, pessoas
na faixa etaria produtiva (17-49 anos) e alcanca os setores de mais baixa renda
da populacdo. O Estado de Pernambuco chegou a registrar uma média de 4,5
mil novos casos de TB por ano e tem a terceira maior taxa de incidéncia no
Brasil. O maior nimero de registros de TB vem sendo contabilizado nos
municipios da regido metropolitana. Atualmente, a taxa de incidéncia da TB no

Estado de Pernambuco é de 46/ 100.000 habitantes (BRASIL, 2010). No
4
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municipio do Cabo de Santo Agostinho no ano de 2011 foram confirmados 107
casos novos de tuberculose (SINAN, 2012). Este municipio tem um coeficiente
de incidéncia de aproximadamente 60 casos novos por 100.000 habitantes e

apresenta uma incidéncia acima da média nacional.

Um fato historico que se pode apontar como responséavel pelas mudancas
de direcdo das curvas de prevaléncia da TB foi a pandemia da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS). ApGs a infeccdo pelo virus HIV, pessoas
com histéria de exposicdo a TB no passado passaram a adoecer por
tuberculose. Com isso, a prevaléncia da TB aumentou, sendo considerada uma
doenga novamente em ascensdo (SILVA e BOECHAT, 2004). Uma pessoa
portadora do virus HIV tem um risco maior de desenvolver tuberculose e, em
sendo bacilifera, de transmitir o bacilo para pessoas que néo estdo infectadas

pelo virus HIV.

A TB é causada principalmente pelo Mycobacterium tuberculosis, um
patogeno intracelular facultativo. O agente infeccioso da tuberculose foi
descoberto em 1882 por Robert Koch, que isolou e descreveu o bacilo,
conseguindo seu cultivo e reproduzindo a doengca em animais. Outras espécies
como M. bovis e alguns patdgenos oportunistas do complexo M. avium-
intracellulare também podem causar a doencga, porém com menor frequéncia

(KRISTSKI et al., 2000).

O género Mycobacterium apresenta mais de 100 espécies conhecidas
(ARNOLD, 2006), com ampla distribuicdo geogréfica, diversidade de habitats e
variadas relacdes com outros organismos, incluindo mais de 20 espécies com

variados graus de patogenicidade para o homem (SATO, 1999). Os bacilos que
5
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causam a tuberculose estdo agrupados no complexo Mycobacterium
tuberculosis, composto por: M. tuberculosis, M. bovis subsp. bovis, M.

africanum e M. microti, além da cepa vacinal M. bovis BCG.

O M. tuberculosis, € uma bactéria da ordem Actinomycetales, familia
Mycobacteriaceae e género Mycobacterium. S&o bastonetes delgados
aerdbicos obrigatorios. Crescem lentamente, algumas vezes formam filamentos
e tendem a crescer em cachos. Na superficie de um meio liquido, seu
crescimento parece ter a forma de um bolor, o que sugeriu o nome do género

Mycobacterium (myco= fungo) (TORTORA, 2012).

A parede do bacilo de Koch é formada por 3 camadas (lipoprotéica,
polissacaridica e mucopeptidica) e cerca de 60% do seu peso € constituido de
lipideos compostos por acidos graxos (micolico) e ésteres de alcool. A
integracdo entre os seus diversos componentes confere ao bacilo resisténcia
aos processos de fagocitose do hospedeiro, permite a sua viabilidade no
interior de fagdécitos, diminui a velocidade de trocas entre 0s meios interno e
externo do bacilo, confere resisténcia a antissépticos, hidroxido de aluminio,

acido sulfurico e a vérios antibiéticos (TRABULSI, 2008).

A tuberculose primaria ocorre ap6s a transmissao do bacilo por um
paciente bacilifero e sua manifestacdo clinica depende do estado de nutrigéo,
presenca de outras infeccbes e competéncia imunolégica do individuo
infectado. Normalmente é uma doencga moderada, autolimitada em cerca de
97% dos casos. A tuberculose secundéaria é causada pela reativacdo dos
microrganismos que persistiram no organismo em estado de dorméncia.

Nesses individuos, as bactérias latentes presentes nos tecidos emergem anos
6
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ou décadas depois. O dano decorrente dessas infec¢des deve-se, em menor
proporcao, aos efeitos diretos das bactérias nos tecidos do hospedeiro e em
grande parte as reacdes de hipersensibilidade do hospedeiro agora sensivel

aos produtos das bactérias (SCHAECHTER, 2002).

Em 1993, a Organizacdo Mundial de Saude classificou a TB em doenca
reemergente. Ao longo da sua historia a TB vem mantendo uma ligacao intima
com a humanidade e nos ultimos 30 anos ressurgiu como uma das doencgas
mais prevalentes, particularmente nos paises em desenvolvimento (WHO,

2011).

No final da década de 90, o diagnostico dos casos novos de TB no Brasil
deveria ser feito ambulatorialmente, gracas ao Programa Nacional de Luta
contra a Tuberculose em 1999. O mesmo introduzia o tratamento
supervisionado e mudancas para uma administracdo gerencial. Entretanto, isto

nao ocorreu nas grandes metropoles (REDE TB, 2011).

A auséncia da busca ativa de casos nas emergéncias, aumenta o risco de
transmissdo da TB em nivel intra-hospitalar devido ao retardo no diagndstico e
no inicio do tratamento adequado. Além disso, em nosso meio, mesmo com a
disponibilizagdo de tratamento anti-retroviral de elevada eficacia para os
pacientes HIV positivos, a grande maioria dos casos de Obitos associados a TB
e/ou TB/HIV ocorre em hospitais de grandes metropoles, locais sem acgdes
coordenadas de controle de TB e TB/HIV (SELIG, 2010). Apenas
recentemente, a transmissdo da TB em hospitais, prisdes, albergues passou a

ser considerada uma realidade em nosso meio (REDE TB, 2011).
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O diagnéstico precoce é uma das prioridades do programa de controle da
TB dada a sua importancia na quebra da cadeia de transmissao da doenca. No
ambito da saude publica, a baciloscopia é o exame de escolha, pelo baixo
custo, simplicidade técnica e tempo de execucdo; embora ja estejam
disponiveis no mercado métodos de cultivo automatizado em meio liquido e

métodos moleculares (BRASIL, 2004).

O tratamento da TB € outra prioridade do programa de controle da TB, e no
Brasil é gratuito. Apesar do esquema terapéutico adotado pelo Ministério da
Saude ser capaz de curar quase a totalidade dos casos, 0 uso inadequado da
medicag&o durante o tratamento e o abandono tém possibilitado a selegéo de

bacilos resistentes (BALIZA et al., 2008).

3.2. Aspectos Imunolégicos

O M. tuberculosis é capaz de sobreviver e de replicar-se no interior das
células do hospedeiro, inclusive fagocitos, por apresentar mecanismos de
resisténcia a degradacdo lisossdmica. As micobactérias utilizam importantes
mecanismos para sobrevivéncia intracelular, depois de ingeridos pelos
macrofagos, tais como: inibicdo da fusdo do fagossoma-lisossoma
(fagolisossoma); inibicdo da acidificacdo do fagossomo; resisténcia aos
produtos oxidantes dos metabdlitos celulares do oxigénio e Oxido nitrico
(CLEMENTS & HORWITZ, 1995). O resultado da fagocitose, lise da

micobactéria ou seu escape do arsenal litico da célula fagocitaria, é que
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determina a evolugdo clinica, tuberculose-infeccdo ou tuberculose-doenca,

respectivamente (FENTON & VERMEULEN, 1996).

Uma série de outros elementos celulares participa da resposta anti-M.
tuberculosis. Desempenham papel fundamental os linfocitos TCD4+, que
exercem importante atividade reguladora da funcdo de macréfagos. A fungéo
efetora para a eliminacdo bacteriana € mediada por macréfagos que sao
ativados por citocinas derivadas dos linfocitos T, particularmente o interferon
gama (IFN-y) e o fator de necrose tumoral (TNF-a) (RAJA, 2004; WINSLOW et

al., 2003; ANDERSEN e SMEDEGAARD, 2000; WU et al., 2002).

Os macréfagos sdo as principais células da imunidade inata para
diferentes infeccdes por micobactérias, incluindo a tuberculose humana
causada por M. tuberculosis. As funcdes dos macréfagos apds infeccéo por
micobactérias sédo estritamente dependente do fenétipo de sua ativagdo, que €
determinado pela sinalizacdo através dos receptores de reconhecimento de
padrdo (PRRS), levando a ativacdo da célula inata, e também € regulada por
uma variedade de sinais a partir do microambiente circundante. O mais
importante destes sinais sdo citocinas produzidas por linfécitos ativados e

outras células (ANDRADE et al., 2012).

Pesquisas tém admitido que macréfagos ativados podem matar o M.
tuberculosis e que mondcitos humanos podem ser ativados para uma alta
atividade microbicida através do tratamento com citocinas tais como IFN-y e
TNF-a (DENIS, 1991, SILVER et al., 1998; FLYNN & ERNEST, 2000). Os
fagdcitos de uma forma geral séo ativados por essas citocinas, gerando oxido

nitrico (NO) e assim iniciam a via dos RNI (Reativos Intermediarios do
9
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Nitrogénio). A grande importancia destas substancias toxicas na defesa contra
0 M. tuberculosis tem sido bem documentada tanto in vitro como in vivo (LEE et

al., 2011; RAHMAN et al., 2009; RAJA, 2004).

Na tuberculose, ja foi identificada uma participacao efetiva e coordenada
de diversas citocinas tais como as interleucinas-12 (IL-12), IL-23, IL-27, IL-18,

IL-1, IL-7 e IL-15 (TOMIOKA et al., 2011).

Embora um grande espectro de citocinas possa contribuir para protecao,
a resposta tipo 1 é dominada pela secrecdo de IFN-y, que é considerado o
principal mediador da protecdo imunoldgica contra TB (FLYNN, 2004). Por
outro lado, o TNF-a, principalmente secretado pelos macréfagos, contribui para
acado antituberculose e limita a patologia da doenca (POVEDA et al., 1999;
MOHAN et al., 2001) (Figura 1). A resposta tipo 2, caracterizada pela secrecao
de IL-4, IL-5 e IL-10, est4 associada com uma baixa de protecdo (BAI et al.,
2004; FLYNN, 2004). Em particular, a citocina antinflamatéria IL-10 esta
associada com a reducao da resisténcia e TB crbnica progressiva (SIELING et
al., 1993; TURNER et al., 2002). A IL-10 desativa macrofagos e diminui a
regulacdo e secrecdo de citocinas tipo 1 (TURNER et al., 2002). Por isso,
diferentes perfis de citocinas podem possivelmente determinar se a tuberculose

esta em resolugdo, progresso ou tornou-se latente (BAI et al., 2004).

10
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Figura 1. Resposta protetora inicial ao M. tuberculosis.
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Um aspecto importante na avaliacdo imune do hospedeiro frente a
infeccdo pelo M. tuberculosis € o desenvolvimento de respostas do perfil Th2.
Infecgbes intestinais causadas por helmintos sao referidas por induzir uma
imunidade tipo Th2 no hospedeiro e as evidéncias sugerem que a resposta
imune Th2 pode desempenhar um papel crucial na reducédo da gravidade da
doenca aguda apos infecgcdo helmintica. A resposta imune do hospedeiro a
infeccéo por parasitas se correlaciona com a producéo de IL- 4, IL-5, IL-9, IL-10
e IL-13 e, consequentemente, a grande producao Imunoglobulina E (IgE) e
forte eosinofilia (ANDREW et al., 2002). Estudos tém indicado que a resposta
humoral a parasitas favorece a infeccéo por M. tuberculosis e que os individuos
infectados por helmintos podem estar em risco de desenvolver a doenca ativa
(BORKOW et al., 2001).

As infeccbes parasitarias e a tuberculose compartilham indices
epidemioldgicos semelhantes em varias regidées do mundo. A imunomodulacéo
induzida pelo perfil Th2 nas infec¢cdes helmiticas pode diminuir o
desenvolvimento de uma resposta eficiente Thl apos a infeccdo pelo M.

tuberculosis, que pode favorecer da infecgdo e consequente desenvolvimento
11
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da doenca. A medida que a imunidade mediada por células € influenciada pelo
estado nutricional do hospedeiro, o efeito negativo das infec¢bes helminticas
na imunidade mediada por células contra o M. tuberculosis pode ser
parcialmente explicado pela desnutricio acompanhada das infeccdes

helminticas (VERHAGEN et al., 2012).

Estudos demonstram que infec¢Bes helminticas induzem a diminuicéo
de mecanismos efetores Thl anti-M. tuberculosis e destacam a idéia que esses
parasitas induzem os macrofagos ativados a uma diminuicdo na modulagcéo
dos mecanismos de defesa anti-micobactéria nos sitios pulmonares da
infeccdo (VERHAGEN et al., 2012). Helmintos induzem uma forte resposta
Th2 no hospedeiro, resposta essa que promove a secrecdo de muco, a
deposicdo de colageno e a cicatrizacdo de feridas, esses mecanismos sao
criticos para a expulsdo dos vermes. Apesar da resposta protetora Th2, os
helmintos sdo capazes de persistir no hospedeiro por um longo periodo de

tempo, resultando numa infecgéo cronica (ALLEN & MAIZELS, 2011).

Na verdade, observa-se que durante a infec¢cdo por helmintos, ha uma
expansdo de populacdes Tregs que produzem TGF-f e IL-10 (BABU et al.,
2006; INCE et al., 2006). As citocinas geradas durante a resposta Th2 s&o
inibidores potentes da resposta Thl, particularmente IL-4, IL-10 e TGF-B. Em
seres humanos a reativacdo da tuberculose latente estd associada com a
producdo aumentada de IL-10 e TGF-f por mondcitos circulantes e,
possivelmente, Tregs, que suprimem a producao de citocinas Thl (RIBEIRO-
RODRIGUES et al., 2006). Infeccbes concomitantes por helmintos intestinais

em pacientes com tuberculose foi demonstrado alteracbes nas populacdes de

12
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células T, associadas com baixos niveis de IFN-y (RESENDE et al., 2007). No
entanto, foi observado que o tratamento com drogas anti-helminticas restaura
as respostas Thl, sugerindo que os efeitos imunomoduladores induzidos por

helmintos sao transitorios (BABU et al., 2009).

Muitos dos eventos mediados por citocinas como IFN-y, TNF-a e IL10
sao importantes para o estabelecimento da imunidade contra o MTB e a

expressao da resisténcia do hospedeiro (GUPTA et al., 2012).

Interferon gama (IFN- y)

Os interferons (IFNs) sé&o substancias originalmente identificadas em
sobrenadantes de culturas celulares infectadas por virus e que pareciam
interferir diretamente na replicacdo viral, dai sua denominacdo (ISAACS e
LINDENMANN, 1957). Divididos em dois tipos principais, os IFNs do tipo | sdo
induzidos e agem efetivamente em respostas contra virus: o IFN-a é secretado
em grande parte por leucdcitos, e o IFN-B € produzido por fibroblatos.
Interferon do Tipo Il, agora designado como IFN-y, € sintetizado principalmente
por linfocitos T e células NK apds a ativacdo destas células com estimulos
imunes e inflamatorios, em vez de infec¢éo viral (SCHREIBER e SCHREIBER,

2003).

O IFN-y é a principal citocina envolvida na resposta imune protetora
contra a infeccdo causada por micobactérias. Ela é produzida primariamente
por linfocitos T CD4+, CD8+ e células NK. Sabe-se também que células T

Natural Killer (NKT) e linfocitos T yd, células com repertorios restritos de

13
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reconhecimento antigénico, também podem produzir IFN-y em resposta a
estimulacdo micobacteriana, exibindo protecdo contra a infeccdo por M.

tuberculosis tanto in vitro quanto in vivo (COOPER & KHADER, 2008).

A principal funcdo do IFN-y é a ativacdo de macrofagos, tornando-os
h&beis a exercerem suas func¢des microbicidas. Atua também melhorando a
apresentacao de antigenos através da indugdo da expressdo de moléculas do
complexo de histocompatibilidade principal (MHC) classe | e Il e promovendo a
diferenciacdo dos linfécitos T CD4+ para a subpopulacdo Thl (FLESH et al.,
1995; FENTON et al., 1997; OBERHOLZER et al., 2000).

Estudos clinicos e experimentais demonstraram a importancia da
producdo do IFN-y para o controle da tuberculose (TAVARES et al, 2006;
NIENHAUS ET al., 2008; COSTA et al, 2010). Experimentos em camundongos
mostraram que o IFN-y é a citocina essencial para ativacdo dos macréfagos e
para a morte da micobactéria no ambiente intracelular. COOPER et al. (1993) e
FLYNN et al (1993) demonstraram que camundongos destituidos do gene de

IFN-y sofreram infeccao fulminante por M. tuberculosis.

Individuos com uma deficiéncia genética no gene do receptor do IFN-y
demonstram serem extremamente susceptiveis a infeccdes micobacterianas
(NEWPORT et al., 1996). A deficiéncia completa do receptor do IFN-y em
humanos estéa associada com alta gravidade no curso da infecgéo, pobreza na
formacdo dos granulomas, lesdes multibacilares e infeccdo progressiva
(OTTENHOFF et al., 2005). Estudos realizados em individuos que apresentam

mutacdes génicas nos receptores para IFN-y comprovaram também que estes
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apresentavam alta susceptibilidade as infeccbes causadas por micobactérias

atipicas (JOUANGUY et al., 1996).

O eixo IL-12/ IFN-y é determinante para a geracdo de linfécitos Thi,
ativacdo de macréfagos por células T e subsequente morte da bactéria. Uma
série de mutacdes associadas aos componentes deste eixo foram identificadas
em humanos: estas incluem mutacdes nos genes IL-12RB1, IL-12p40, IFN-yR1,
IFN-yR2, e transdutor de sinal e ativador de transcrigcdo-1 (STAT-1). A maioria
das infeccBes associadas com estas desordens mendelianas advém do uso da
BCG ou de micobactérias ambientais. No entanto, alguns dos disturbios
também estdo associados com suscetibilidade aumentada ao M. tuberculosis

(IFN-yR2 e 1L-12p40) (CASANOVA & ABEL, 2002; COOKE & HILL, 2001).

Estudos relatam que pacientes com formas menos graves de
tuberculose pulmonar tém uma predominancia de citocinas do tipo Thl como o
IFN-y, enquanto o aumento nos niveis de IL-4, uma citocina tipo Th2, esta
relacionado a severidade da doenga (DLUGOVITZKY et al., 1997;
DLUGOVITZKY et al.,, 1999). TORRES et al. (1998) estudaram a resposta
imune de PBMCs de pacientes com tuberculose ativa e seus contatos
intradomiciliares saudaveis em resposta ao antigeno de 30-KDa do M.
tuberculosis. Seus resultados mostraram uma falha na producéo de IFN-y pelos
pacientes em resposta ao antigeno estudado e uma forte resposta a este
antigeno pelas células dos comunicantes sadios, sugerindo um papel protetor

do IFN-y nestes individuos.

15



CAVALCANTI, YVN

Fator de Necrose Tumoral (TNF-a)

O Fator de Necrose Tumoral (TNF, TNF-a) foi originalmente
caracterizado como um indutor de necrose em sarcomas in vivo (CARSWELL
et al.,, 1975). O TNF-a é uma citocina pré-inflamatéria que exerce multiplos
efeitos bioldgicos. A expressdo do TNF-a é rigorosamente controlada, ja que
sua superproducdo pode mediar os efeitos nocivos encontrados no choque
séptico como hipotensdo arterial, coagulacdo vascular disseminada e

hipoglicemia letal.

No processo de controle da infecgcdo por micobactéria, o TNF-a parece
ter uma participagdo fundamental, atuando em uma ampla variedade de
células. As principais células produtoras sdo os macréfagos ativados, linfocitos
T e células dendriticas (BARNES et al., 1994; LADEL et al., 1997; SERBINA et
al.,, 1999). Esta citocina atua em sinergismo com o IFN-y, estimulando a
producdo de reativos intermediarios de nitrogénio (RNI), mediando assim, a
acao tuberculostatica dos macrofagos (YU et al., 1999; SCANGA et al., 2000).
O TNF-a também estimula a migracdo de células imunes para o foco da
infeccdo, contribuindo para a formagdo do granuloma capaz de controlar a

progressao da doenca (MOHRAN et al., 2001).

O bloqueio do TNF-a tem efeitos dramaticos na evolucéo da tuberculose
em modelos experimentais. A neutralizagdo do TNF-a em modelos murinos
resulta em agravamento da tuberculose ou na sua reativacdo (MOHAN et al.,
2001). A delecao do gene do TNF-a ou de seu receptor resulta em granulomas
aberrantes ou tuberculose aguda fulminante (FLYNN et al.,1995; BEAN et al.,
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1999). Estudos também revelaram que o TNF-a é expresso em tecidos
infectados pelo MTB durante toda a fase latente da infeccdo (FLYNN et al,
1998), sugerindo uma contribui¢édo, junto com outras citocinas como o IFN-y, no

controle da multiplicacéo do bacilo.

Niveis elevados de TNF-a comumente sdo detectados em
sobrenadantes de cultura de células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) de pacientes com tuberculose pulmonar estimuladas com antigenos
micobacterianos (DLUGOVTZKY et al, 2000; WANG et al, 2001; AL-ATTIYAH
et al, 2012). MOURA (2002) avaliando a resposta celular de pacientes antes e
apos o tratamento observou que os pacientes com tuberculose pulmonar ativa
produziram TNF-a em niveis elevados, porém nao observou diferenca
significativa nos niveis desta citocina apds o tratamento e concluiu que estes
resultados reforcam o papel desta citocina tanto na fisiopatologia da doenca

guanto na imunidade protetora.

Um estudo recente investigou o papel que o NOD2 (nucleétido de
ligacdo de receptor de dominio 2) desempenha nas respostas inatas dos
macrofagos alveolares humanos e mostrou que quantidades significativas de
IL-18, IL-6 e TNF-a foram produzidas apos o reconhecimento do ligante com o
muramildipeptideo (MDP). O tratamento de macréfagos alveolares com MDP
melhorou o controle do crescimento intracelular do M. tuberculosis, acdo
associada com uma significativa producao de TNF-a e IL-6 (JUAREZ et al.,

2012).
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Talvez, uma das evidéncias mais contundentes dos efeitos protetores
do TNF-a no combate ao M. tuberculosis advenha da observacdo de que
pacientes com artrite reumatéide sob tratamento com antagonistas do TNF-a
(anticorpos monoclonais contra o TNF-a ou receptores solluveis de TNF-a)

possuem risco significativamente elevado de reativar TB latente (MAINI et al.

1999; SOLOVIC et al., 2010; STALLMACH et al., 2010).

Por outro lado, também ha evidéncias mostrando que o TNF-a pode
estar associado com respostas imunopatolégicas na tuberculose, ja citado
inclusive como o principal mediador da destruicdo do tecido pulmonar (FLYNN
et al., 2001). Niveis elevados de TNF-a estdo relacionados com inflamacéo
excessiva com necrose e caquexia (BEKKER et al., 2000; EHLERS et al.,

2001).

Interleucina 10 (IL-10)

Devido a sua capacidade de inibir a producdo de citocinas produzidas
por linfécitos T, a IL-10 foi originalmente descrita como fator inibidor da sintese
de citocinas (CSIF) (FIORENTINO et al, 1989). Estudos subsequentes
demonstraram que a IL-10 poderia também inibir in vitro subpopulagcdes Thl e
Th2 (DE WAAL MALEFYT et al, 1993; SCHANDENE et al, 1994). A IL-10 atua
inibindo a produgdo de citocinas pro-inflamatérias (IFN-y, TNF-a e IL-12) e
atuacao das células apresentadoras de antigenos, bloqueando a ativacdo de

linfocitos T através da inibicdo da expressao de moléculas MHC Il (FULTON et
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al.,, 1998; FLYNN et al, 2001). Apresenta, portanto, uma fungéo

imunorreguladora (D’ANDREA et al., 1993).

A IL-10 é produzida por macréfagos e linfécitos T durante a infecgcéo
causada pelo M. tuberculosis. Ao contrario do TNF-a e IFN-y, a IL-10 é
considerada primariamente uma citocina inibitoria, importante para o equilibrio
adequado entre respostas inflamatorias e imunopatolégicas. No entanto, o
aumento dos niveis de IL-10 parece favorecer a sobrevivéncia da micobactéria
no hospedeiro. Camundongos com deficiéncia de IL-10 apresentam imunidade
antimicobacteriana aumentada (MURRAY & YOUNG, 1999). A IL-10 reduz a
resposta protetora para o MTB na cepa de camundongo CBA em que a IL-10 &
produzida pelos fagocitos no interior da lesdo pulmonar, observando-se
reducdo na expressdo de TNF e IL-12p40 (BEAMER et al., 2008). A IL-10
também é habil em induzir a reativacdo da tuberculose em animais (HENAO et

al., 2006).

A IL-10 esta elevada em amostras obtidas de pacientes com TB, e uma
maior capacidade de produzir IL-10 estd associada com aumento da incidéncia
de doenca. Na tuberculose humana, a producéo de IL-10 é maior em pacientes
aneérgicos, sugerindo que o M. tuberculosis induz a producdo de IL-10
suprimindo uma resposta imune efetiva (BOUSSIOTIS et al., 2000).
Macrofagos de pacientes com tuberculose sdo suprimidos in vitro e a inibicdo
da IL-10 reverte parcialmente esta supresséo (FLYNN & CHAN, 2001). Em
outro estudo, a IL-10 foi capaz de inibir diretamente as respostas de linfocitos T

CD4+ de doadores com TB latente, bem como reduzir a expressdo de MHC
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classe I, MHC classe Il, CD40, B7-1, e B7-2 de mondcitos infectados com MTB

(ROJAS et al., 1999).

Diminuir a resposta celular protetora € objetivo do M. tuberculosis para
sobrevivéncia no hospedeiro. IL-10 e outros mediadores inibitérios da resposta
inflamatéria (TGF-BRII, IL-1Rn(Antagonista do receptor da IL-1) s&o
observados no escarro de pacientes com TB, trinta dias apds tratamento, o
nivel destes diminui sensivelmente, enquanto se observa um aumento da

resposta Thl (ALMEIDA et al., 2009).

A analise dos polimorfismos do gene da IL-10 envolvidos no
desenvolvimento de doencas infecciosas sugere que este polimorfismo tem um
papel critico na imunidade e no progresso da inflamacédo. Em particular, o
aumento da producéo de IL-10 pode suprimir a resposta imune e promover o

progresso da doenca (SHIN et al., 2005).

Em relagdo a imunopatogenia da TB, ¢é indiscutivel o papel
Imunossupressor representado pela IL-10 (PEREIRA et al., 2004; AWOMOQOY!I et
al., 2002). Ainda assim, alguns estudos ndo detectaram niveis aumentados
desta citocina em PBMCs de pacientes com TB ativa, em resposta a antigenos

micobacterianos (McDYER et al., 1997).

Outras citocinas envolvidas na Tuberculose
Embora saiba-se que as citocinas IFN-y e TNF-a do perfil Thl foram
identificadas como os agentes mais importantes da cascata de citocinas anti-

micobacteriana devido a formacdo, bem como a manutencdo do granuloma
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mediadas por TNF-a em sinergia com IFN-y na ativacdo de macrofagos para a
producdo de moléculas efetoras (LIN & FLYNN, 2010), outras citocinas,
incluindo a interleucina IL-12, IL-17 e IL-23, contribuem para a resposta do
hospedeiro a micobactéria, melhorando o desenvolvimento das células Thl

(KHADER et al., 2007).

Recentemente, uma nova populacdo de células foi identificada e
denominada Thl17. Essas células produzem a IL-17, IL-21 e IL-22
(HARRINGTON et al., 2005; PARK et al.,, 2005).0 receptor para IL-17 &
expresso em diferentes tipos orgaos, incluindo o figado, pulméo e baco, e
diferentes tipos de células séo capazes de responder a IL-17, tais como células
dendriticas, macroéfagos, linfocitos, células epiteliais e fibroblastos. Entre as
resposta induzidas pela IL-17 incluimos a expressdo de genes proé-
inflamatorios, quimiocinas, IL-6, IL-8, proteinas antimicrobianas. Dados
recentes sugerem um maior e mais complexo papel para estas células e
citocinas produzidas por elas em diferentes infeccdes intracelulares, incluindo
bactérias, fungos e virus em diferentes superficies mucosas (KADER et al.,
2009). Portanto, o equilibrio entre a protecdo e patologia mediadas por células
Th1l7 é a chave na defini¢cdo do resultado de infec¢cdes na mucosa (TORRADO

and COOPER, 2010).

Células Th1l7 também participam da resposta inflamatéria precoce na
infeccdo micobacteriana; no entanto, a producédo de IL-17 nos pulmbes age
principalmente inibindo a acdo de IFN-y. O potencial protetor das células Th17
durante a fase precoce da infeccdo por M. tuberculosis é desconhecida

(WOZNIAK et al.,, 2010). Ha evidéncias sobre o papel da IL-17 durante as
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infeccbes micobacterianas. A infec¢cdo pulmonar com BCG ou M. tuberculosis
estimulou a secrecéo precoce de IL-17 de 1 a 14 dias respectivamente e em
sequencia o desenvolvimento de células T secretoras de IFN-y. Durante a
infeccdo pulmonar por BCG camundongos deficientes na producao da IL-17
mostraram uma reducdo nas respostas de hipersensibilidade retardada com
deficiéncia na formacao de granulomas nos pulmdes, sugerindo que a IL-17 é
necessaria para o desenvolvimento das respostas Th1l eficientes (WOZNIAK et

al., 2010).

A secrecédo da IL-23 é essencial para a secre¢ao da IL-17, pessoas com
deficiéncia do genelL-12RB1 possuem baixa capacidade de produzir II-23 e a
producdo do IFN-y é menor. A 1I-12 reduz a expressdo da IL-17 e isto parece
demonstrar uma autorregulagdo da inflamagéo. O equilibrio entre a secre¢ao
de IL-23/IL-17 e IL-12/IFN-y parece ser essencial para a regulacdo da
inflamacdo em resposta ao M. tuberculosis e outras micobactérias

(MOUTINHO, 2011).

Outras citocinas importantes na resposta ao M. tuberculosis estdo sendo
estudadas. Entre as citocinas inflamatorias, destaca-se a interleucina-1 que é
necessaria para o controle da infeccdo pelo M. tuberculosis, mas o papel dos
seus dois ligantes, IL-la e IL-1B, e sua regulacdo in vivo Sado pouco
compreendidos. Uma caracteristica importante da IL-1 € o seu controle na
transcricdo, organizando os niveis de transcricdo e transducdo de sinal, que
sdo evidenciadas pela grande variedade de imunopatologias e doencas
autoinflamatérias que ocorrem na auséncia da regulacdo da IL-1 (DINARELLO,

2009, 2010;. GARLANDA et al, 2007). Pouco se sabe também sobre a
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expressdo e processamento de IL-1, no contexto da infeccdo por M.
tuberculosis in vivo. As populacdes de células que produzem IL-1 durante a

infeccdo ainda néo foram caracterizados (KATRIN et al., 2011)

GULER e colaboradores (2011) investigaram o papel da IL-1a e IL-13
durante a infeccdo cronica pelo M. tuberculosis e reativacdo espontanea em
ratos. O bloqueio de IL-la, mas ndo de IL-18 resultou em aumento da
susceptibilidade a infeccdo cronica com o M. tuberculosis. Neutralizando ou IL-
la ou IL-1B isoladamente ndo houve aumento de reativagdo da tuberculose
latente. A geracao de anticorpos neutralizantes IL-1a e IL-1p simultaneamente,
nao influenciaram o ganho de peso durante a reativacdo e observaram um
ligeiro aumento na contagem de bacilos pulmonares quando comparados ao
grupo-controle imunizados. Assim, os resultados sugerem que a IL-1a é o
principal mediador da IL-1RI-dependentes e de respostas imunes inatas

protetoras ao M. tuberculoses em camundongos.

Em estudo recente o papel da IL-1 na resisténcia do hospedeiro foi
demonstrado atraves da inducdo de anticorpos contra a citocina que resultou

em aumento da mortalidade durante a infeccéo cronica (GULER et al., 2011).

Oxido Nitrico (NO)

Outro aspecto importante na infeccdo pelo MTB € a ativacdo dos
macrofagos em resposta aos sinais das citocinas proinflamatorias, IFN-y, TNF-
a e GM-CSF (Fator Estimulador de Col6nia-Granuldcito Macréfago) produzidas

pelas células Thl e NK (GUPTA et al., 2012). Os macrofagos séao ativados por

23



CAVALCANTI, YVN

essas células e também pelos proprios macrofagos ativados, desenvolvendo os
mecanismos imunoldgicos cruciais para a eliminagdo da micobactéria nos sitios
de infeccdo como a producdo de reativos intermediarios do nitrogénio (RNI) e

oxigénio (NO) (COOPER, 2008; LIN & FLYNN, 2010).

O Oxido Nitrico (NO) pode contribuir para morbidade da infeccdo agindo
como um vasodilatador e mediador citotéxico. Por outro lado, propriedades
microvasculares, citoprotetora, imunoregulatoria e antimicrobiana do NO tem

um papel importante no hospedeiro infectado (FANG, 1997).

A atividade antimicrobiana do NO tem sido demonstrada por evidéncias
circunstanciais que implicam a producdo do NO como parte de uma efetiva
resposta do hospedeiro. A producdo de NO induzida pela isoforma NOS2 &
estimulada pelas citocinas proinflamatérias tais como IFN-y, TNF-q, IL-1, e IL-2,
bem como produtos antimicrobianos com o lipopolissacarideo e o acido
teicéico. O aumento da expressdao de NOS2 e do NO produzido pode ser
demonstrado nos sitios de infeccdo em humanos com tuberculose

(NICHOLSON et al., 1996).

Wang et al. (1997) demonstraram que a magnitude da producéo de iNOS
estd aumentada em ambos macrofagos alveolares e mondcitos de sangue
periférico de pacientes TB comparando essas células com as de individuos

normais.

Diferentes espécies de Mycobacterium demonstram variacbes na
susceptibilidade ao NO e seus reativos intermediarios. Por exemplo, estudos

relatam que o crescimento intracelular de M. bovis e M. tuberculosis € inibido
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pelos reativos intermediarios do nitrogénio gerados pelos macréfagos
derivados de mondcitos humanos. Por outro lado, macréfagos foram infectados
com M. avium e foram estimulados com IFN-y, TNF-a e fator estimulador de
colénia granuldcito-macrofago na presenca e na auséncia de L-arginina. Nesse
experimento nenhuma inibicdo competitiva pelo L-arginina teve nenhum efeito

na inibicdo do crescimento do M. avium (DENIS, 1991).

Devido a relagé&o proxima entre as células Thl e o 6xido nitrico na doenca,
€ provavel que exista um mecanismo regulatério reciproco entre eles. Niedbala
et al. (2007) mostraram que o 6xido nitrico realca o efeito seletivo na inducéo e
diferenciacéo das células Thl, mas néo das células Th2. O efeito do NO é pela
acao direta nas células T, mas em sinergia com IL-12 produzida pelas células
apresentadoras de antigeno. Em estudo anterior, demonstraram que altas
doses de NO sao citotoxicas, enquanto que baixas doses de NO encaminha

seletivamente a diferenciacdo de células Thl murina, mas néo as células Th2.

Jonna e colaboradores (2012) avaliaram materiais de escarro de pacientes
positivos com tuberculose pulmonar em Gondar, Etiopia. Investigaram o perfil
de suscetibilidade de drogas, e concluiram que existe uma correlacdo entre a
resisténcia de primeira linha anti-tuberculose e a reducao da produgdo de NO

em amostras clinicas de M. tuberculosis (JONNA et al., 2012).

Embora o NO e o H,0, (Peroxido de Hidrogénio) desempenham um papel
no controle da infecgéo por M. tuberculosis, ndo esta completamente entendida
sobre a forma como as bactérias transcricionalmente respondem a diferentes
concentracdes destes dois produtos. MARTIN et al (2011) estudaram efeitos

dependentes de varias concentracbes ROS e RNS (espécies reativas do
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oxigénio e nitrogénio) no crescimento e sobrevivéncia do M. tuberculosis e
determinaram a resposta transcricional de M. tuberculosis de H,O, e NO nestas
mesmas doses. Os resultados demonstraram a expressao de varios genes de
defesa do estresse oxidativo, sugerindo que os bacilos sdo continuamente
preparados para a defesa desses produtos celulares anti-tuberculose (MARTIN

et al., 2011).

Fator de Transcricdo FoxP3

Atualmente um aspecto importante nas respostas imunoldgicas
associado com o desenvolvimento de doencas infecciosas € o estudo de
células T regulatérias. As células T CD4 regulatérias (Células Treg)
desempenham um papel no controle do sistema imune. Varias populacdes de
células Treg tém demonstrado um papel durante a infeccdo. Populacdes de
células Thl e Th2 podem regular uma a outra através da sua producéo de
citocinas. Naturalmente, células Treg podem limitar respostas Thl e Th2, quer
indiretamente através da modulacao das funcdes de células apresentadoras de
antigeno (APC) ou diretamente pelo contato célula-célula (BELKAID, 2007).

Trabalhos tém mostrado que células Treg estdo aumentadas no sangue
e nos sitios da doenca em pacientes com tuberculose (RIBEIRO et al., 2006;
HOUGARDY et al., 2007). Nestes estudos, um percentual altamente
significante de células T CD4'CD25" e altos niveis de IL-10 e TGF-B foram
detectados em pacientes TB comparados aos controles saudaveis. Estudos in
vitro mostraram a deplecdo de células CD25+ em pacientes com TB ativa com

diminuicdo da producdo de IFN-y M. tuberculosis especifico, sugerindo que
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células Treg suprimem a reposta especifica para o controle da infecgcéo

(RIBEIRO et al., 2006).

Green et al (2010) estudando macacos como animais modelos para
infeccdo com M. tuberculosis, observaram em toda a populacdo estudada, a
diminuicdo na frequéncia de células CD4+FoxP3+ em sangue periférico e que
simultaneamente houve aumento dessas células nas vias aéreas. Animais com
infeccdo latente apresentaram uma significante elevagdo na frequéncia de
células em sangue periférico antes da infec¢cdo e durante o inicio da infecgéo,
quando comparados com animais que desenvolveram a doencga ativa. Os
dados sugerem que o aumento na freqiéncia das células Treg na doencga ativa
ocorre em resposta ao aumento da inflamagédo que age como um fator

causador do progresso da doenca ativa.

Um dos mais bem caracterizados marcadores das células Treg é o fator
de transcricdo Foxp3, o qual controla o desenvolvimento e funcdo dessas
células. O Foxp3 interage com o fator de transcricAio NFAT impedindo a
interacdo NFAT-AP-1 (Fator Nuclear das Células T Ativadas). Uma falha nesta
interac&o interrompe o aumento da expressao do gene CTLA4 e CD25, dessa
maneira NFAT é considerado um regulador positivo da funcdo das Treg (WU et

al., 2006).

A importancia de Foxp3 nas células Tregs foi estabelecida ao se identificar
a mutacado do tipo frameship no gene FoxP3. Esta mutacéo € responsavel pelo
fendtipo de camundongos scurfy, uma linhagem mutante recessiva, ligada ao X
que apresenta disturbios auto-imunes graves com deplecdo completa de Tregs

e Obito precoce (TORGERSON & OCHS, 2007).
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O gene Foxp3 humano esta localizado no bra¢o curto do cromossomo X,
consiste de 11 exons e codifica uma proteina de 431 aminoacido, também
denominada FOXP3. E expresso predominantemente nas células do timo, bago
e linfonodos e particularmente nas células T CD4+ CD25+ (YAGI et al., 2004).
A proteina FOXP3 é um fator de transcricdo, que tem a fungcédo de aumentar ou
suprimir a transcricdo de genes especificos. Acredita-se que o fator FoxP3
exerca funcdes efetora e facilitadora sobre os genes de proteinas chaves na

ativacao celular, incluindo a IL-2 e 0 GM-CSF (TORGERSON & OCHS, 2007).

A sinalizagdo nuclear pelo FoxP3 nas Tregs ainda ndo esta bem definida.
Estudos demonstram que apés a ligacdo do antigeno com o TCR (receptor de
Célula T), ha uma diminuicdo na sinalizacdo celular devido a interacao fisica
dos fatores nucleares NF-kB e NFAT com o fator Foxp3, reprimindo os genes
de transcricdo das citocina IL-2, IL-4 e IFN-y (KUCZMA et al., 2009) Outra
hipotese seria a atuacdo do FOXP3 na ativacdo de um co-fator que teria a
funcdo de liberar sinais inibitorios apés a ligacdo do TCR com o antigeno
(CAMPBELL & ZIEGLER, 2007). MARSON e colaboradores (2007) observaram
que o Foxp3 liga-se a regides reguladoras de centenas de genes em células
Treg, muitos dos quais controlam as resposta das células T estimuladas por
antigenos. A atividade diminuida de Foxp3 pode resultar na revogacdo dos
mecanismos de controle molecular em células Treg e restauracéo das funcdes

das células T CD4 efetoras.

O nivel reduzido de expressdo do Foxp3 correlacionado com a funcéo

desrregulada das Tregs foi encontrado em individuos com doencas auto-
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imunes tais como a miastenia gravis e esclerose multipla (HUAN et al., 2005;

BALANDINA et al., 2005).

A proporcao de células Treg CD4+CD25+ e de mRNA de FoxP3 (Fator
de transcricdo FoxP3) tém sido encontrados em niveis altos em PBMCs de
pacientes com TB quando comparados com os encontrados nas células dos
controles saudaveis (GUYOT-REVOL et al., 2006). WU e colaboradores (2010)
também observaram a proporcdo de células T CD4+ e CD25+ e os niveis de
FoxP3 de PBMCs de pacientes com TB ativa em comparacdo com pacientes
com infeccéo latente por M. tuberculosis e de controles negativos, concluindo
que essas células podem ser consideradas como participantes nos
mecanismos imunolégicos regulatérios na invasdo do M. tuberculosis
desempenhando um papel principal na imunopatogénese da TB ativa.

Churina et al (2012) demonstraram a redu¢cdo no numero de linfécitos T
com o fenotipo CD4 + CD25 + Foxp3 em todas as formas clinicas da
tuberculose pulmonar (Tuberculose pulmonar disseminada, tuberculose
pulmonar infiltrativa e tuberculose pulmonar fibro-cavernosa), e sugerem que €
mais provavel estes achados estarem ligados com o desequilibrio da producéo
de citocinas e predominio de secrecdo de citocinas imunossupressora,
consequentemente, a inibicdo ndo sO0 da proliferacdo, diferenciacdo, mas
também da ativacdo de linfécitos Thl antigeno especificos (CHURINA et al.,

2012).

Um outro estudo, avaliou se as células Tregs estdo aumentadas em
pacientes com TB e se suprimem as respostas imunes celulares. Compararam

a frequéncia de células Tregs circulantes de 27 pacientes néo tratados com TB
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e 23 controles saudaveis utilizando dois marcadores especificos de expressao
na superficie celular e expressdo mRNA do FoxP3 em células mononucleares
do sangue periférico. Detectaram um aumento 3 vezes maior na frequencia de
células CD4+ CD25 e 2 vezes maior na expressao do FoxP3 nos pacientes
com TB, existindo uma correlagdo positiva entre estes marcadores (GUYOT-

REVOL et al., 2006).

Em alguns casos o individuo pode desenvolver uma forma de tuberculose
pleural, e normalmente esta forma estd4 associada a tuberculose pulmonar.
Estudos sugerem que h& a presenca de uma polarizagdo Thl no fluido pleural
nestes casos (OKAMOTO et al. 2005; SHARMA et al.,, 2002). Ativacdo de
células Tregs, identificadas pela expressdo do FOXP3, pode evitar uma
excessiva resposta inflamatoria e / ou pode comprometer a eliminacédo de M.
tuberculosis. Estudos sugerem um aumento da presenca de Tregs em
tuberculose pleural (GUYOT-REVOL et al., 2006; SHARMA et al., 2009).
Gaetano e colaboradores (2011) ndo encontraram diferencas significativas no
namero de células de pacientes com tuberculose pleural e expressdo do
Foxp3, sugerindo que pode ser um marcador de uma forte diminuicdo na
regulacéo da resposta imune contra M. tuberculosis e que isto pode contribuir

para a sua eliminacéo tardia (GAETANO et al., 2011).

3.3 Citocinas em comunicantes de casos de tuberculose

Contato ou Comunicante é a pessoa que convive no mesmo ambiente com

o caso indice no momento do diagnéstico da TB (em casa, ambientes de
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trabalho, instituicbes de longa permanéncia, escola ou pré-escola) (BRASIL,
2010).

A investigacdo clinica e epidemiolégica do contato de portadores de
tuberculose pulmonar bacilifera tem sido um dos alvos dos programas de
combate e controle da tuberculose (FIUZA DE MELLO & AFIUNE, 1995;
BRASIL, 2010). No contato intradomiciliar, a frequéncia e intensidade de
exposicdo a fonte de infeccdo contribui para a transmissdo da tuberculose,
sendo a deteccdo de casos secundarios e tratamento precoce uma das
medidas de prevencdo da doenca (PEREIRA, 1999; BRASIL, Ministério da

Saude, 2002; CARVALHO et al., 2002; GAZETA et al., 2008).

Vérios trabalhos de diferentes paises tém mostrado que 0s contatos
domiciliares de pacientes com tuberculose pulmonar ativa tém um risco maior
de infeccdo, que varia de 30 a 80%, dependendo da intensidade de
transmissao da tuberculose. A maioria dos contatos infectados de pacientes
com TB apresentam a infec¢cdo e ndo desenvolvem a doenca (AKHTAR et al.,

2007; BECERRA et al., 2005; DHINGRA et al., 2004; LEMOS et al., 2004).

A identificacdo de individuos com infeccéao latente, onde os comunicantes
podem ser incluidos, pode ser avaliada através da intradermorreacdo da
tuberculina, o PPD: um precipitado bruto de mais de 200 antigenos de M.
tuberculosis, comuns também ao M. bovis-BCG; cuja reacado local determina
uma resposta de hipersensibilidade tardia em individuos sensiveis (LALVANI et
al., 2001). Em alguns paises que apresentam situacfes semelhantes ao Brasil

no aspecto epidemioldgico, a taxa de positividade do teste tuberculinico pode
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ser tdo alta quanto 50% na comunidade e 80% nos contatos intradomiciliares

exposto recentemente (TALAT et al., 2011).

Segundo o0 Ministério da Saude/FUNASA (2002), considera-se uma
intradermorreacao positiva ao PPD quando houver uma enduragcdo maior que
5mm nos individuos de alto risco (por exemplo individuos soropositivos para o
HIV), de 10mm nos pacientes de médio risco e acima de 15 mm nos de baixo
risco (LEE & HOLZMAN, 2002). Porém, a grande desvantagem do uso de PPD
na identificagdo de individuos infectados & a existéncia de uma baixa
sensibilidade da resposta por reagdo antigénica cruzada em individuos
vacinados pelo BCG ou infectados por outras micobactérias que possuem
proteinas analogas ao M. tuberculosis (HUEBNER et al., 1993). No Brasil,
existe uma alta cobertura de vacinacdo com BCG ao nascer, e a alta
prevaléncia do teste PPD+ na comunidade pode ser devido a vacinacao prévia

com BCG (DIEL et al., 2006).

Um aspecto caracteristico na tuberculose é que sintomas respiratorios e
constitucionais que se sobrepdem com os da tuberculose pulmonar sdo muito
comuns em comunidades onde a tuberculose é endémica. Neste cenario, 0
desafio é distinguir pacientes sintomaticos com tuberculose ativa de pessoas
com a doenca latente, mas cuja sintomatologia apresentanda € atribuivel a

outro processo infeccioso ou inflamatorio (SANDHU et al., 2012).

Portanto, as bases para a abordagem de saude publica frente a tuberculose
sdo o tratamento efetivo dos doentes e a identificacdo dos individuos
infectados (infeccé@o latente). Em paises desenvolvidos e que possuem baixa

prevaléncia de tuberculose a avaliagdo dos comunicantes € uma prioridade do
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programa, sejam eles domiciliares ou ndo (WHO, 2012). Lemos (2001) estudou
a prevaléncia e risco de tuberculose em contatos domiciliares, observando que
€ superior ao de outros comunicantes encontrados na comunidade. Concluiu
gue comunicantes domiciliares de doentes com tuberculose, com baciloscopia
de escarro positiva ttm uma alta prevaléncia de tuberculose doenca e estéo
expostos a um alto risco de infec¢cdo. Portanto, € importante normas
especificas para o controle da tuberculose, incluindo nelas o controle dos
comunicantes, que é uma atividade fundamental e deve fazer parte da rotina de
todas as unidades de saude que atendem tuberculose, sobretudo, as que sao

referéncias para essa atividade (GAZETTA, 2004).

Por outro lado, alguns trabalhos avaliaram o perfil de citocinas em grupos
de individuos comunicantes saudaveis. Entre esses trabalhos é importante citar
DEMISSIE et al. (2004). Esse grupo realizou um estudo comparando a
resposta imune de individuos saudaveis de area endémica, caracterizados
como saudaveis infectados em estagio latente, com pacientes TB. Os
resultados demonstraram que o0s pacientes TB apresentam uma baixa
regulacdo na expressao de citocinas Thl (IFN-y e IL-2) comparados com 0s
individuos com infeccéo latente. Isto sugere que o controle da TB no estagio
latente esteja associado com, ndo somente a expressdo aumentada das
citocinas Thl, mas também com a supressdo da atividade da IL-4 (DEMISSIE

et al., 2004).

Reforcando esta idéia, em 2006 0 mesmo grupo comparou a expressao
de IL-4 e IFN-y em sangue periférico de contatos intradomiciliares de pacientes

TB com escarro positivo. Os resultados demonstraram que a expressao da IL-4
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foi ligeiramente elevada nos contatos intradomiciliares comparados aos
controles da comunidade. Entretanto, quando o grupo do contato intradomiciliar
foi dividido em grupos com ou sem sinais imunolégicos da infeccédo pelo M.
tuberculosis, a expressao da IL-4 foi claramente elevada no grupo ESAT-6
(Transdutor de sinal e ativador de transcricdo 6) positivo e a expressédo de
citocinas Thl como o IFN-y foi baixa. Assim, eles sugerem que uma forte
resposta ao ESAT-6 em individuos expostos ao M. tuberculosis tem correlagcéo
com uma baixa expressao de IFN-y e mais elevada expresséo de IL-4, e que
possivelmente, este perfil esta associado a um mau progndéstico para esse

grupo de individuos.

A tabela 1 resume as principais citocinas, estudos associados com
tuberculose e comunicantes no periodo de 1995 a 2012 com as respectivas

referéncias.

Tabela 1- Estudos de citocinas associadas a infeccdo pelo M. tuberculosis no
periodo de 1995 a 2012.

Citocina Estudos na TB Referéncias
TNF-a Estudos em modelos murinos Mohan et al., 2001; Flynn et al, 1995;
Bean et al., 1999; Flynn et al., 1998;
Bekker et al., 2000.
Estudos em pacientes com Tuberculose | Dlugovtzky et al., 2000; Al-Attiyah et
pulmonar al., 2012; Moura, 2002; Juarez et al.,
2012.
IFN-y Estudos em modelos murinos Ehlers et al.,, 2001; Cooper et al,

Estudos clinicos

2003; Flynn et al., 1993; Sugawara et
al., 1999;

TAVARES et al, 2006; NIENHAUS ET
al., 2008; COSTA et al, 2010;
DLUGOVITZKY et al, 1997;
DLUGOVITZKY et al., 1999; TORRES
et al. (1998; LAN et al, 2012;
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A deteccdo de mediadores solluveis (citocinas e o6xido nitrico) e

marcadores moleculares implicados na resposta contra a micobactéria pode
revelar potenciais marcadores de protecdo nos individuos expostos ao M.
tuberculosis que apresentem as mesmas condi¢cdes soOcio-ambientais. Além
disso, entender a participacdo de citocinas e de outros mediadores na resposta
imune do hospedeiro humano, pode favorecer potencial aplicacdo
imunoterapica no tratamento de pacientes TB multirresistentes a drogas e o

desenvolvimento de novas vacinas.

Embora ainda ndo existam estudos conclusivos sobre uma clara
dicotomia entre as citocinas, envolvendo imunidade protetora e susceptibilidade
a doenca, o estudo de comunicantes intradomiciliares de casos de TB é
essencial para os programas de combate e controle da tuberculose, sendo um
dos meios para o diagnodstico precoce dos casos de TB e diminuicdo da

disseminacao da doenca (GAZETA et al., 2008). Portanto, o referido estudo é
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de grande importancia para o conhecimento de mais detalhes em relagcdo aos
individuos comunicantes e seus diferenciais em relacdo a manifestacdo da

doenca, sendo estudos desse tipo ainda muito pouco explorados.
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4. METODOLOGIA

4.1. Tipo de Estudo

O presente trabalho teve como desenho um estudo transversal, onde o
evento estudado € o historico de tuberculose pulmonar doenca e sua
associacado com a producao das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-10 e do 6xido nitrico
e 0 marcador molecular Foxp3. Realizamos uma amostra de conveniéncia a
partir do estudo de uma coorte. Nos estudos transversais todas as medi¢des
sdo feitas num dnico “momento”, ndo existindo, portanto, periodo de
seguimento dos individuos. O estudo transversal pode ser usado como um
estudo analitico, ou seja, para avaliar hipéteses de associagbes entre
exposicdo ou caracteristicas e evento (ROUQUAYROL e ALMEIDA FILHO,

2009).

O presente estudo foi composto por dois grupos: CTb formado por
comunicantes que tiveram TB no periodo de junho de 2003 a maio de 2004 e
STb formado por comunicantes que nédo desenvolveram TB. Esses individuos
foram expostos ao M. tuberculosis, sendo considerados comunicantes
intradomiciliares de um paciente com tuberculose pulmonar. Portanto, no
momento das coletas, os individuos estavam curados e comparou-se um grupo
de comunicantes com historia prévia de tuberculose pulmonar com um grupo

de comunicantes sem historia prévia de tuberculose pulmonar.

Vale ressaltar que os procedimentos metodolégicos do presente trabalho
foram condizentes com a conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo

seres humanos, de acordo com o codigo de ética, resolucdo CNS 196/96 e
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complementares. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica do CPgAM e

registro CAAE 0028.0.000.095-09 (anexo 1).

Os procedimentos para coleta de sangue iniciaram somente apos o
paciente concordar em assinar o “Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido” (TCLE) (apéndices A e B).

4.2. Selecao dos Pacientes

Os pacientes do presente estudo foram procedentes do municipio do
Cabo de Santo Agostinho, localizado a 33,6 Km da cidade do Recife na
microrregido de Suape. Foram selecionadas 34 familias, totalizando 161
individuos. Inicialmente informacgdes foram obtidas de prontuarios do Centro
de Saude Herbet de Souza, referéncia no diagndéstico e tratamento de
tuberculose no municipio do Cabo de Santo Agostinho, Pernambuco. Todas
as familias que apresentaram no minimo um individuo que teve tuberculose
nos ultimos cinco anos (entre o periodo de 1999 a 2004) foram
selecionadas. Em seguida, visitas domiciliares foram realizadas a familias
gue se enquadravam no desenho do estudo, ou seja, existéncia de pelo
menos um novo caso de tuberculose (CTb) entre os comunicantes que
conviviam com o primeiro caso notificado no periodo acima citado.
Individuos com idade inferior a 14 anos, teste soroldgico positivo para o virus
HIV, diabetes entraram nos critérios de exclusdo. Apos essas andlises dez
familias foram selecionadas. Seguida a leitura e assinatura do TCLE
(apéndices A e B) foi coletada uma amostra de fezes. Entre os individuos

foram selecionados 17 comunicantes intradomiciliares que tinham histérico
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de tuberculose e 40 comunicantes intradomiciliares saudaveis sem historia
de tuberculose pulmonar residentes no Municipio do Cabo de Santo

Agostinho/PE conforme fluxograma a seguir.

Figura 2 - Selecao de pacientes do presente estudo

34 Familias com paciente TB confirmado (1999-2004)

!

Visitas domiciliares e coleta - Critérios de inclusao e de
de amostra de fezes. exclusao

—

Segundo caso de tuberculose no -

periodo de 2003-2004 10 familias selecionadas

!

17 CTb

57 individuos

~
40 STb /

4.3. Parasitol6gico de fezes

Foram analisadas 169 amostras de individuos distribuidos em 34
familias, sendo coletada uma amostra de fezes de cada individuo. Essas
amostras foram analisadas em colaboracdo com o Laboratério de Parasitologia

do Departamento de Medicina Tropical da Universidade Federal de
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Pernambuco. O método empregado foi o de sedimentacdo esponténea
preconizado por Hoffman et al., 1934. Esse método baseia-se na sedimentacéo
espontanea em agua onde h& a precipitacdo de particulas, inclusive cistos,
ovos e larvas de parasitos. Foram colocados cerca de dois gramas de fezes em
um frasco de borrel com aproximadamente cinco mL de agua e posteriormente
triturou-se até desmanchar utilizando-se um bastdo de vidro. Adicionou-se 20
mL de &gua e em seguida filtrou-se essa suspensdo em um calice de

sedimentacdo com gaze, completando o volume do calice com agua.

A suspensédo foi mantida em repouso cerca de 24 horas. Depois do
repouso, com auxilio de uma pipeta Pasteur, recolheu-se do fundo do célice o
sedimento, depositando-o em lamina. Adicionou-se uma gota de lugol, em
seguida, cobriu-se com laminula, observando-se ao microscépio (HOFFMAN et

al., 1934).

Os individuos positivos para pelo menos um parasito foram tratados com

400 mg de albendazol com repeticdo apos 21 dias.

4.4. Obtencdo do antigeno total de M. tuberculosis

Foi utilizada uma cultura de M. tuberculosis inativada pelo calor,

gentilmente cedida pelo Laboratério Central (LACEN).

Para obtencéo do antigeno a cultura foi mergulhada em banho de gelo,
macerada em homogenizador tipo potter contendo um mL de PBS. Apos a

maceracio, seguiram-se cinco incubacées de cinco minutos a 70° C alternadas
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por incubacdes de dois minutos em banho Maria a 37° C até que a suspensao

se tornou mais escura e mais viscosa.

Em seguida, a suspensao foi sonicada a 100W até que a solucéo ficasse
completamente homogénea (10 ciclos de 30 segundos com intervalos de um
minuto). Apos a sonicacdo a solucéo foi centrifugada a 10.000 RPM a 4° C por
10 minutos. Apds centrifugacdo, o sobrenadante contendo o antigeno de M.
tuberculosis foi aliquotado e o precipitado desprezado. A concentracao protéica
foi determinada pelo método de Bradford modificado (READ E NORTHCOTE,
1981). O antigeno foi aliqguotado e armazenado a —80° C até o momento do
uso. Para a visualizacdo do perfil protéico, aliqguotas da fragdo antigénica
soltuvel foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida segundo

LAEMMLI (1970).

4.5. Obtencdo de células Mononucleares do sangue periférico (PBMCs)

ApoOs o tratamento com albendazol, cerca de duas semanas, novas
visitas domiciliares foram realizadas e foram coletados 15 mL de sangue
venoso periférico de cada individuo. O sangue foi coletado em tubos
heparinizados (10 U/mL), e transportados até o Laboratério de Imunologia do
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes. As células polimorfonucleares foram
separadas por centrifugacdo utilizando Ficoll-Hypaque. ApGs a separacao, as
células foram ressuspendidas em meio RPMI 1640 acrescido de 10% de soro
bovino fetal (SFB), 1% de L-glutamina e 1% de solucéo antibidtica (penicilina -

100UI/mL e estreptomicina -100ug/mL).
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Uma aliquota de cada suspensao celular foi removida, diluida em azul
de Tripan (Merck) e quantificada em camara de Neubauer. A concentracao foi
ajustada para 10° células por mL para o ensaio de cultura de células para

coleta de sobrenadantes.

4.6. Obtencdo de sobrenadante de cultura para identificacdo das citocinas

As células obtidas como descrito no item 4.6 foram cultivadas em
duplicata numa concentracdo de 10° células/mL em meio RPMI suplementado
com 10% SFB e 1% de antibidtico (penicilina -100UI/mL e estreptomicina -
100pg/mL) em placas de cultura de tecido de 24 pocos com fundo plano (TPP),

mantidas em estufa a 37° C com 5% de CO, durante 24 e 48 horas.

As culturas foram estimuladas com Antigeno (Ag) Total de M.
tuberculosis (10pg/mL) e o mitdégeno concanavalina A (ConA; 2,5 pg/mL).
Culturas mantidas na auséncia de estimulos foram utilizadas como controle

negativo.

Apos o periodo de incubacéo, as placas foram centrifugadas (1800 x g
por 10 minutos, a temperatura ambiente) e os sobrenadantes de cultura foram

coletados e estocados a —80°C para posterior analise.

4.7. Dosagem de citocinas no sobrenadante de cultura

A dosagem de citocinas dos sobrenadantes de cultura de PBMCs foi

determinada através do ELISA de captura.
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Os anticorpos monoclonais utilizados para esse ensaio, adquiridos da BD
OptEIA ELISA Sets (BD Biosciences, San Diego, CA), foram previamente
titulados. As placas de microtitulagdo foram sensibilizadas com 50 pl dos
anticorpos anti-citocinas (IL-10, IFN-y e TNF-a) diluidos em tampéao carbonato
bicarbonato pH 9.6 e incubadas durante a noite a 4°C. As placas foram lavadas
com PBS-tweem e incubadas com a solugcdo bloqueadora contendo soro
bovino fetal (PBS + 10% SFB) por 1 hora, a T.A. Ap6s lavagens, 50ul da
amostra e dos padrdes foram adicionados em duplicata e a placa foi incubada
por 2 horas. Apés lavagens, 50 pl da solucdo detectora (streptavidina
conjugada a peroxidase + anticorpos biotinilados diluidos em PBS pH 7.2 +
10% SFB foram adicionados e incubados por 1 hora a temperatura ambiente.
Apds esse periodo, as placas foram lavadas e os imunocomplexos foram
detectados com a utilizacdo de 100ul da solugéo reveladora contendo ABTS
(2,2"- azino-bis (3-ethylbenz-thiazoline-6-sulfonic acid). A reacdo com 50ul de
H.SO,4 2,5N e a leitura foi realizada no espectrofotometro (Bio-Rad 3550) a 415
nm. As concentragdes dos sobrenadantes foram calculadas na regiéo linear da
curva de titulacdo dos padroes de citocinas e as concentragbes finais
expressas em pg/mL, utilizando software Microplate Manager, verséao 4.0 (Bio-

Rad laboratories). O limite de detec¢éo para cada citocina foi de 1,95 pg/mL.

4.8 Dosagem de Oxido Nitrico em sobrenadante de cultura de PBMCs

O NO foi determinado indiretamente pela quantificacdo do nitrito (NOy)
resultante de sua oxidacdo no sobrenadante de cultura de células pela reacdo

colorimétrica de Griess. Para isso, combinou-se, em placas de 96 pocos, 100
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puL da amostra com 100uL do reagente de Griess, mistura feita na hora do uso
na propor¢cao de 1:1 de 1% de sulfanilamida em 2,5% de H3PO4 e 0,1% de
diamina-di-hidroclorido naftaleno (NEED) (HIBBS et al., 1988). Apés 10 minutos
a absorbéancia a 540 nm das diferentes amostras eram comparadas com 0s
valores da curva padrao obtida pela dosagem de nitrito de sddio diluido em
meio RPMI em concentragbes que variavam de 2 a 200 puM. Os resultados
foram apresentados como média de duplicatas * erro padrdo da média de um

experimento representativo realizado pelo menos duas vezes.

4.9 Deteccao e quantificacdo de Foxp3 em PBMC

4.9.1 Purificacdo de RNA

Para obtencdo de RNA total, 2 x 10° células/mL, armazenadas em Trizol
foram descongeladas até atingirem a temperatura ambiente. Posteriormente,
foram adicionados a cada microtubo 200ul de cloroférmio P. A. Apoés
centrifugacéo a 10.000 x g por dez minutos a 4°C, a fase polar (DNA e RNA) foi
separada da fase apolar (residuos celulares, proteinas). O sobrenadante
contendo RNA/DNA foi entdo transferido para novos microtubos, onde foram
adicionados 500yl de isopropanol, que promove a precipitacdo do RNA. Apds
leve agitagdo manual e incubacdo por dez minutos a T. A., as amostras foram
novamente centrifugadas a 10.000 x g por dez minutos a 4°C. O sobrenadante
foi descartado e o pellet foi submetido a duas centrifugagdes a 7.500 x g por
cinco minutos a 4°C na presenca de alcool 75%. O sobrenadante resultante foi
entdo descartado e o pellet de RNA foi submetido a secagem a T. A., por dez

minutos. O RNA foi ressuspenso em agua livre de RNAse, as amostras foram
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levadas ao termobloco por 5 minutos a 65°C e posteriormente foi feita a
dosagem das amostras utilizando o NanoDrop ND-1000 UV-Vis
espectrofotometro (Thermo). Nessa dosagem foi obtida a concentracdo de
RNA em ng/ul e observado o “score” 260/280 para determinar o grau de pureza
das amostras sendo consideradas aceitdveis as amostras que obtiveram
valores entre 1,8 e 2,1. A partir das concentracdes obtidas todas as amostras
foram normalizadas para uma mesma concentragcdo. Posteriormente, as
amostras foram estocadas a -80°C até o momento da utilizacdo em ensaios de

transcricéo reversa.

4.9.2 Ensaio de Transcri¢ao reversa

Para a transcricdo reversa foi utilizado o kit “TagMan® Reverse
Transcription Reagents” (Applied Biosystems), segundo protocolo do
fabricante. A RT-PCR foi realizada em volume final de 40pl, contendo TagMan
RT Buffer 1x, MgCI2 5,5mM, Mix de dNTPs 500uM, Hexdmeros randdémicos
2,5uM, inibidor de RNAse 0,4 U/uL, a enzima multiscribe reverse transcriptase
3,125 U/uL e 12,375uL de amostra. A reacdo consistiu de um ciclo, sendo este
dividido em dez minutos a 25°C, trinta minutos a 48°C e cinco minutos a 95°C
(termociclador, Eppendorf mastercycler gradient). Apds esta etapa, as
amostras foram armazenadas a -20°C até a utilizacdo nos ensaios de PCR em

tempo real (QPCR).
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4.9.3 Avaliacao da expressao génica para Foxp3

A expressdo de mRNA para o Marcador Foxp3 foi avaliada através de
PCR em tempo real (ABI PRISM 7500, Applied Biosystems). A reacgao foi
confeccionada em volume final de 20uL, contendo TagMan Universal PCR
Master Mix (2x), TagMan Gene Expression Assay para Foxp3 (Assay ID:
(Hs00203958 m1): constituido de primers e sonda especificos (fluoréforo
FAM), 4gua livre de RNAse e 1uL de amostra. Em paralelo, como controle
enddgeno (gene de referéncia) da reagao foi utilizado RNA ribossomal 18S (Kit
“Tagman Ribosomal RNA Control Reagents”, applied Biosystems), cuja reagéo
foi preparada com TagMan Universal PCR Master Mix, primers forward e
reverse para RNA ribossomal 18S, sonda para RNA ribossomal 18S (fluoréforo
VIC), agua livre de RNAse e 1uL de amostra. A expressdao de mRNA para
Foxp3 para cada estimulo foi calculada pelo método do Ct comparativo, sendo
os valores obtidos normalizados com o gene de referéncia (ACt). Este calculo
foi feito da seguinte maneira: ACt = Ct (Alvo) — Ct (RNA 18S), onde Ct
corresponde ao ponto no grafico onde a amplificacdo se torna exponencial.
ApoOs a normalizacado dos valores do gene alvo, o ACt deste foi subtraido do
ACt de um elemento calibrador (AACt). Este foi escolhido de acordo com a
situacdo a ser analisada, seja em comparacdo ao grupo controle (individuos
sem histéria de Tuberculose) ou entre os grupos de pacientes (Individuos com
historia prévia de tuberculose). Foi utilizada a formula : AACt = ACt (amostra) —
ACt (calibrador), onde ACt (amostra) corresponde a um parametro de interesse

a ser relativizado. Obtido o AACt, este é aplicado na formula

RQ - 2-AACT
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obtendo-se assim a quantidade relativa de FoxP3 expressa em determinada

amostra.

4.10. Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no Laboratorio de Métodos
Quantitativos do Nucleo de Saude Coletiva do CPgAM. Foi realizada uma
analise descritiva, a apresentacao das variaveis estudadas foi feita através de
tabelas ou gréaficos, além do célculo de medidas descritivas como: média,
minimo, maximo, desvio padrdo. Para testar a suposi¢cdo de normalidade das
variaveis envolvidas no estudo foi aplicado o teste de Shapiro Wilk. Para
analise comparativa das variaveis quantitativas foi utilizado o Mann-Whitney e
teste t-student quando observado a normalidade das variaveis. Para a analise
comparativa entre as variaveis qualitativas foi aplicado o teste Qui-quadrado ou
exato de Fisher quando necessario. E, para a analise de correlagéo foi utilizado
o coeficiente de correlacdo linear de Pearson. Todas as conclusbes foram
tomadas ao nivel de significancia de 5%. Os softwares utilizados foram o Excel

2003, o Graphpad Prism 5.0 e 0 R 2.10.0.
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5. RESULTADOS

5.1. Populacao de estudo

Os participantes do estudo foram selecionados segundo os critérios de
faixa etaria, sexo, contato intradomiciliar com paciente doente com tuberculose
pulmonar a pelo menos cinco anos antes das coletas. Na populacdo estudada,
17 individuos (29,82%) fizeram parte do grupo CTb e 40 (70,18%) estavam
entre STh. A faixa etaria variou de 14 a 80 anos, sendo 22 individuos do sexo
masculino (38,6%) e 35 do sexo feminino (61,4%). O grupo CTb apresentou um
predominio do sexo masculino (70,59%), enquanto no grupo STb verificou-se
maior freqiéncia do sexo feminino (75%) (Tabela 1).

Foi realizado o teste da intradermorreacdo (PPD) em 31 (54,4%) dos
individuos, os quais, a maioria apresentou resultado > 10 mm (Tabela 1). Em relacédo a
vacinacdo com BCG no grupo CTb um total de 12 individuos (70,59%) n&o
apresentavam marca de vacina enquanto que no grupo STb apenas 14 individuos
(35%) ndo foram vacinados contra tuberculose (Tabela 1). Considerando o vinculo

familiar do grupo STb com os individuos do grupo CTb, 33 individuos (82,5%) eram

parentes dos casos e 7 (17,5%) eram agregados (Tabela 2).
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Tabela 2. Dados descritivos da populagéo estudada.

CTb STb

Variaveis N % N %
Idade

14 a 35 6 35,29 24 60,00
36 a 50 6 35,29 5 12,50
50 + 5 29,41 11 27,50
Sexo N % N %
Feminino 5 29,41 30 75,00
Masculino 12 70,59 10 25,00
Resultado do PPD N % N %
<=10 mm 1 12,50 12 52,17
> 10 mm 7 87,50 11 47,83
Marca de BCG N % N %
Sim 5 29,41 26 65,00
N&o 12 70,59 14 35,00
Grau de parentesco N % N %
Agregado 7 17,50
Parente 33 82,50

n= tamanho da amostra PPD= derivado protéico purificado

Qui-Quadrado, *Teste exato de Fisher
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5.2. Parasitologicos

Amostras de fezes foram analisadas pela técnica de HOFFMAN (1934).
Observamos a frequiéncia dos resultados positivos e negativos entre a populacéo total
selecionada na primeira triagem no Centro de Saude Herbet de Souza. Dentre as
amostras analisadas, 52,63% foram negativas e 47,37% mostraram-se positivas para

no minimo um parasita.

A Tabela 3 apresenta a descricdo dos respectivos parasitas e o numero de

individuos infectados por parasita.
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Tabela 3. Lista de parasitas diagnosticados nas 34 familias selecionadas.

Parasitas N %
Entamoeba coli 21 29,6
Ascaris lumbricoides 16 225
Ancilostomideo 15 211
Endolimax nana 13 18,3
Entamoeba histolytica/ Entamoeba dispar 10 14,1
Trichuris trichiura 10 14,1
Enterobius vermicularis 5 7,0
Schistosoma mansoni 4 5,6
Giardia lamblia 3 4,2
Strongyloides stercoralis 1 1,4
lodamoeba butschlii 1 1,4
TOTAL 99 100%

N&o foi observada nenhuma diferenca significativa entre os grupos CTb
(n=17) e STb (n=40) em relacdo aos resultados dos parasitologicos. Os dados

parasitolégicos do estudo sédo mostrados na Tabela 4.
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Tabela 4. Freqgléncia de enteroparasitoses por grupo estudado de individuos

com e sem historia de tuberculose pulmonar.

CTb STb
Parasitolégico p-valor

N % N %

Positivo 7 41,82 20 50,00 0,7486

Negativo 10 58,82 20 50,00

Qui-quadrado

Dos 57 individuos, seis estavam co-infectados, 21 infectados com apenas um
parasita e 30 individuos apresentaram parasitologico de fezes negativo. Entre o grupo
CTb os resultados apresentaram 7 individuos parasitados, onde 3 apresentaram
infeccdo por Ascaris lumbricoides e os demais apresentaram infec¢cdo por Endolimax
nana (2) e Entamoeba. coli (3), sendo 1 individuo co-infectado com A. lumbricoides e
E. coli. Os grupos CTh e STb apresentaram uma maior frequéncia de infeccédo por E.

coli e A. lumbricoides (Figura 3).

Figura 3. Frequiéncia de parasitas intestinais na populagéo estudada em individuos

positivos.
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5.3. Avaliacdo da producédo de IFN- vy

A producédo de IFN-y (pg/mL) foi determinada no sobrenadante de cultura de
PBMC ap0s 24 e 48 horas de estimulo, utilizando 10 pg/mL do antigeno total de M.
tuberculosis, do mitdgeno ConA (2,5 pg/mL) e na auséncia de estimulo. Os resultados
demonstram que, embora ndo tem havido diferenca estatisticamente significante,
houve uma maior producdo de IFN-y no grupo STb quando as culturas foram
estimuladas com AgTb e que o melhor tempo para essa avaliagido foi em 48 horas de
cultivo (Figura 4). As estatisticas descritivas dessa citocina estédo indicadas no anexo

2.

Figura 4. Producdo de IFN-y em 24 e 48 horas de estimulo com antigeno total do

Mycobacterium tuberculosis em individuos CTb e STb.
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Realizamos um estudo paralelo com o grupo de individuos que obtivemos
resultados do teste PPD e também testamos se houve alguma diferenca entre os
individuos vacinados com BCG. Os resultados demonstram que os grupos analisados
produziram quantidades de IFN-y semelhantes quando as PBMCs foram estimuladas
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com o antigeno total de M. tuberculosis. As estatisticas descritivas dessa producao
estdo indicadas nos anexos 4 e 5. Podemos observar uma maior producédo de IFN-y
no grupo de individuos com PPD < 10 mm quando as culturas foram estimuladas com
AgTb quando comparamos com o grupo PPD > 10 mm no tempo de 24 horas (p =

0,7793) (Figura 5).

Figura 5. Producdo de IFN-y em 24 e 48 horas de estimulo com antigeno total do

Mycobacterium tuberculosis X PPD em individuos STh
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Em relacdo a presenca de marca de BCG, observamos um aumento na
producdo de IFN-y apés 48 horas de estimulo com AgTb (936,23 + 1.518,04) com uma
discreta diferenca na producdo desta citocina nos individuos com marca de vacinacao

(tabela 5).
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Tabela 5 — Producéo de IFN-y (pg/ml) X Marca de BCG

Variaveis N Min Max Média Desvio p-valor
0,8473
Antigeno
IFN-y— 24 horas Sim 31 0 2976 310,13 551,74
Marca da BCG Nao 26 0 2016 317,42 447,26
Antigeno 0,7486
INF-y — 48 horas Sim 31 0 6420 936,23 1.518,04
Marca da BCG Nao 26 0 4612 784,50 1.230,90

Mann-Whitney

5.4. Avaliacdo da producdo de IL-10

Em relagdo a producédo de IL-10 (pg/mL) em 24 e 48 horas de cultivo com o

antigeno total de M. tuberculosis observamos um aumento significativo (p=0,0002)

(Figura 6).

Figura 6 — Producdo de IL-10 em STb e CTb durante 24 e 48 horas de culturas

estimuladas com Ag Th.
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O estudo com o grupo de individuos que apresentaram resultados do teste
PPD e a avaliacdo referente a marca de BCG também ndo demonstraram diferenca
significativa nas culturas estimuladas com o antigeno total de M. tuberculosis. Na
figura 7 observamos as respostas referentes as andlises entre o teste PPD e a
secrecdo de IL-10 entre os individuos STbh. Entre os grupos com e sem marca de BCG
ndo foi observada diferenca significativa em nenhum dos estimulos e nas culturas

apenas com meio (anexo 8).

Figura 7 — Producéo de IL-10 em SThb durante 24 e 48 horas de culturas estimuladas
com Ag Tb X PPD.
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5.5. Avaliacdo da producdo de TNF-a

Em 24 horas de cultivo celular com antigeno total de M. tuberculosis (CTh =
10.158,38 = 7.438,38; STb = 15.083,10 + 9.292,66), observou-se uma producao
significativa de TNF-a (0,05) no grupo STh em relacdo ao grupo CTh. As estatisticas

descritivas dessa citocina estdo indicadas no anexo 9.
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Figura 8 — Producado de TNF-a durante 24 e 48 horas de culturas estimuladas com Ag
TB.
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Comparando os resultados dos individuos que realizaram o teste PPD (Figura
9) e também quando comparados com a presenca de marca de BCG observamos
quantidades de TNF-a similares, quando as PBMCs foram estimuladas com o
antigeno TB. Também pode ser observado, o aumento dessa citocina quando o
estimulo foi a ConA em 24 (p= 0,030) e 48 (p= 0,027) horas, apresentando diferenca

significativa entre os grupos de individuos com PPD < 10 e > 10 (anex010).

Figura 9 — Producdo de TNF-a em STb durante 24 e 48 horas de culturas estimuladas
com Ag Tb X PPD.
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5.6. Avaliacdo da producdo de Oxido Nitrico

Em 24 e 48 horas de cultivo celular, a producdo de NO foi semelhante entre os
grupos analisados. A Figura 10 apresenta os resultados da populacdo estudada em
relacdo aos periodos de 24 e 48 horas de estimulo com o antigeno TB onde
observamos que foram produzidas quantidades de NO similares nos dois periodos

analisados.

Avaliando a producdo de NO nos individuos com teste de PPD, observa-se

uma producao semelhante nos grupos estudados em 24 e 48 horas (Figura 11).

Figura 10 — Producgéo de NO durante 24 e 48 horas de culturas estimuladas com Ag

TB em PBMC de individuos com e sem historia de tuberculose pulmonar.
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Figura 11 — Producdo de NO em STb durante 24 e 48 horas de culturas estimuladas
com Ag Th X PPD.
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5.7. Expressdo Génica para Foxp3 por PBMC

A Figura 12 mostra a expressdo de mRNA para Foxp3 por PBMC de individuos
com histéria prévia de Tuberculose e individuos sem histéria prévia de tuberculose,

apos normalizacdo com o gene de referéncia.

Sob o estimulo do antigeno de M. tuberculosis, os grupos analisados nédo
apresentaram diferencas na expressdo do mRNA do marcador Foxp3. Os valores

descritivos estdo indicados na tabela 6.

Como indicado nos anexos 15 e 16, os resultados demonstram que o0s
comunicantes com resultados do teste PPD e também quando comparados com a
presenca de marca de BCG expressaram quantidades de Foxp3 similares.
Observamos na figura 13 o gréfico referente aos resultados do Foxp3 comparados

com os resultados do PPD no grupo STb.
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Figura 12 - Expressao génica para mRNA Foxp3 por PBMC de individuos com histéria
de Tuberculose (CTb) e de individuos sem historia de Tuberculose (STb). Nota: As
células foram estimuladas por Concavalina A (ConA, 2,5ug/ml) e Antigeno de M.

tuberculosis (AgTb,10ug/ml)

® CTb
O STb

Expressdo de mRNA para Foxp3 ACT)

T T
ConA AgTb Basal

Tabela 6- Expressdo génica do mRNA do marcador Foxp3 em individuos com e sem

historia de tuberculose pulmonar.

Estimulos N Min Max Média Desvio p-valor
ConA 0,7511
CTb 14 7 16 12,14 2,34
STb 38 7 16,64 11,9 2,62
0,21
Antigeno
Foxp3 — 24 horas CThb 15 7 16,89 11,72 2.93
STb 37 9,15 18,12 12.83 2,52
0,3512
Basal
CTb 15 8 17,15 13,2 2.73
STb 38 10 19,34 13,87 2.52
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Figura 13- Expressao génica do mRNA do marcador Foxp3 X PPD em individuos STh.
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5.8 Correlacdo entre os resultados imunolégicos e moleculares obtidos dos individuos

CTb e STb

A correlacdo entre as citocinas estudadas e a expressdo de mRNA para o
marcador Foxp3 foi avaliada através do teste de correlacdo Pearson e os resultados

estao descritos nos anexos 17 e 18.

Embora sem diferencas significativas, podemos destacar a correlagdo negativa
entre 1I-10 e TNF-a (r = -31; p= 0,06) no periodo de 24 horas de cultivo no grupo STb;
e correlagdo positiva entre NO e TNF-a (r = 0,35; p= 0,08) ho mesmo grupo durante 24
horas de cultivo e no tempo de 48 horas de cultivo co AgTb (r = 0,28; p=0,09). As

demais correl¢des do grupo STh estdo descritas no anexo 18.

Em relacdo ao grupo CTb, encontramos correlacdo positiva no tempo de 48

horas de cultivo entre o NO e IFN-y (r = 0,55; p= 0,07) e também entre o IFN-y e TNF-
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a (r = 0,26; p= 0,34). Observamos no anexo 17 todos os resultados das correlagbes no

grupo CThb.

Considerando-se as correlagdes significativas, destacamos no grupo CTb,
correlacdo positiva entre IL-10 X Foxp3 ap6s 48 horas de cultura de células
estimuladas com Ag Tb (p= 0,04)(Figura 14). Por outro lado, correlagdo negativa foi
observada entre NO X Foxp3 quando as culturas foram estimuladas com AgTb (p =
0,013) apo6s 48 horas. Essa mesma correlagdo ocorreu no grupo STh, sendo em 24

horas de culturas estimuladas com AgTb (p = 0,03) (Figura 15 A e 15B).

Figura 14- Correlacdo IL-10 X Foxp3 (48 horas) grupo CTh.
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Figura 15A- Correlacdo NO X Foxp3 (48 horas) grupo CTb.
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Figura 15B- Correlacdo NO X Foxp3 (24 horas) grupo STh.
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6. DISCUSSAO

A tuberculose pulmonar € uma doenca infecciosa, transmitida de
pessoas com a doenca respiratoria ativa através de goticulas com secrecdes
respiratérias. Em pessoas saudaveis, a infeccdo pelo M. tuberculosis muitas
vezes nao causa sintomas, desde que o sistema imunoldgico da pessoa
responda de forma competente e "isolem" as bactérias (WHO, 2012). A
hipotese mais provavel sustenta que individuos com tuberculose-doenca
desenvolvem uma resposta Th2, e que na tuberculose-infeccéo a resposta esta
polarizada para o perfil Thl (DLUGOVIZKY et al., 1997; BAI et al., 2004). Em
estudos que compararam as respostas entre pacientes e contatos foram
encontrados resultados que confirmam essa hipotese (DLUGOVITZKY et al.,

1997; PRABHA et al., 2007).

Os mecanismos imunoldgicos desenvolvidos pelo hospedeiro que direcionam a
infeccdo pelo M. tuberculosis para um desenvolvimento da doenca clinica ou para
manutencédo do estado de salde e contencdo dos bacilos sdo avaliados por diferentes
grupos (CHEGOU et al., 2012; HESSELING et al., 2009; CHEGOU et al., 2009;
HARARI et al., 2011). Torna-se de fundamental importancia entender que fatores séo
decisivos para o desenvolvimento da tuberculose pulmonar, uma vez que enquanto
uns individuos expostos aos bacilos nas mesmas condi¢des soOcio-ambientais
desenvolvem a TB doenca, outros permanecem saudaveis desenvolvendo a TB

infeccao.

O estudo de comunicantes domiciliares de pacientes com doencas infecciosas
€ classico no campo da saude publica, sendo bastante utilizado na investigacdo de
surtos (HILL & OTA, 2010).
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No entanto, para que o0s resultados encontrados sejam mais préoximos da
realidade dos individuos que apresentam uma doenga que esteja sendo estudada, em
nosso caso, tuberculose pulmonar, é necessario adequar as condi¢cdes das analises e
minimizar os possiveis erros de resultados devido a variaveis que possam alterar a
resposta imunoldgica, por exemplo. Nessa compreensdo, no presente estudo, foram
excluidos os pacientes HIV positivos e também foi avaliada a presenca ou ndo de

parasitos intestinais.

A avaliacdo parasitologica dos individuos do presente estudo mostrou que A.
lumbricéides foi o parasito de maior incidéncia, seguido por E. coli. E de conhecimento
que helmintos induzem uma forte resposta Th2, promovendo a secre¢do de muco e
mecanismos de cicatrizacdo, eventos criticos para a expulsdo dos vermes. Apesar da
indug&o da resposta protetora, esses parasitas sdo capazes de persistir no hospedeiro
por longo periodo de tempo, resultado em infeccdo cronica (ALLEN & MAIZELS,

2011).

As citocinas geradas numa resposta Th2 sdo potentes inibidores da resposta
Thl Mtb-especifica, em especial a IL-4 (ROOK, 2007), IL-10 (REDFORD et al., 2011)
e TGF-B. Nos humanos, a reativacdo da tuberculose latente esta associada com a
producdo de IL-10 e TGFB por mondcitos circulantes e possivelmente células Tregs,
que suprimem a producéo das citocinas Thl (RIBEIRO-RODRIGUES et al., 2006). Em
infec¢cbes concomitantes por helmintos intestinais em pacientes com tuberculose foram
encontrados baixos niveis de IFN-y (RESENDE et al., 2007). BORKOW et al., 2001
mostraram que a resposta humoral associada a protecdo na infeccdo parasitaria
favorece a infeccdo pelo M. tuberculosis e que essas infec¢des por helmintos podem

ser um fator de risco ao desenvolvimento da tuberculose ativa (BORKOW et al., 2001).

Elias et al., 2005 observaram em modelos animais e em ensaios pré-clinicos

inducdo de resposta Thl pelo uso da vacina BCG e que a infeccdo com parasitas
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helminticos prejudica essas respostas Thl. Em outro estudo, o grupo de Elias
et al. (2008) mostrou que a infeccdo helmintica prejudica a secrecdo de IFN-y
produzido por PBMCs estimuladas com PPD apds a vacinacdo com BCG. Os
dados apresentados demonstram que a infeccdo cronica por parasita reduz a
imunogenicidade de BCG em seres humanos, o que foi associado com a

producdo aumentada de TGF-3 (ELIAS et al., 2008).

Kalinkovich et al. (1998) mostraram que essas infeccbes causam
alteracdes nas células T e modificam o perfil da ativagdo das células T; dessa forma,
exerce um grande impacto na resposta imune do hospedeiro. Além disso, infec¢bes
intestinais ndo induzem apenas uma resposta imune parasita-especifica, mas também
ativam a resposta imune no sistema policlonal, a qual pode interferir com outras
doencas, podendo dificultar ou melhorar a capacidade do hospedeiro de se defender
contra patdogenos (GOPINATH et al., 2000). Vale ressaltar que o tratamento com
farmacos anti-helminticos restaura a resposta protetora Thl. Isso sugere que o efeito
imunomodulador nas infec¢gfes por helmintos é transitério-dependente (BABU et al.,

2009).

Diante da influéncia dos parasitas intestinais na resposta imunolbégica de
pacientes, além da exclusdo no presente trabalho dos individuos HIV positivos, o

tratamento das parasitoses intestinais dos pacientes foi realizado.

Diferenca entre o nimero de homens e mulheres foi observada na populagéo
estudada. No grupo STh predominou o sexo feminino, e no CTb o sexo masculino foi
mais frequente. A tuberculose sempre foi descrita como mais incidente em homens,
fato este observado nos individuos do grupo CTh. Segundo GALESI (2003), os
doentes do sexo masculino tém 1,6 vezes mais chance de serem internados do que 0s
do sexo feminino. E conhecido que os homens adoecem de tuberculose em maior
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proporcdo que as mulheres. Isso pode ser devido as desigualdades relacionadas ao
sexo, entendendo como tal ndo apenas as diferencas fenotipicas entre os géneros
masculino e feminino, mas também a variedade de comportamentos, expectativas e

papéis na sociedade (SINGLETON et al., 1997).

Estudo recente BATRA e colaboradores (2012) fizeram uma analise
retrospectiva de criancas (<15 anos), que foram contatos domiciliares de
pacientes com TB, durante o periodo de 2008 a 2010. Encontraram uma taxa
de positividade de 32,6% entre os casos pulmonares, sugerindo seu potencial
para espalhar a doenca, além de enfatizar a necessidade de rever a
contribuicdo das criancas na transmissdo da tuberculose nas comunidades.
Concluiram que ha maior vulnerabilidade da crianca do sexo feminino e que o
papel consideravel da mée na transmissédo da doenca destaca a necessidade
de direcionar as mulheres em programas de controle da tuberculose no

Paquistdo (BATRA, 2012).

Em relacdo ao teste do PPD, medidas acima de 10 mm predominaram no
grupo CTb. Praticamente metade dos individuos no grupo STb apresentaram essas
medidas. A prova tuberculinica indica se o organismo foi infectado pelo bacilo da
tuberculose. Embora ndo permita distinguir entre infeccdo e doenca, em algumas
situacdes, como na crianca e individuos comunicantes, porém, ajuda na definicdo

diagnostica (CAMPOS, 2006).

O teste PPD com uma reacao fraca (5-9mm) pode representar infeccdo pelo
bacilo da tuberculose ou outras micobactérias ndo tuberculosas, ou ainda vacinacao
com BCG. A reacéo forte (acima de 10mm) tanto pode demonstrar infeccdo ativa ou
vacinacao recente com BCG. Como a vacinagdo com BCG no Brasil € realizada em
massa por muitas décadas, ha uma interferéncia na resposta ao PPD. No entanto, em
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individuos comunicantes de individuos baciliferos esse teste é de grande importancia

para a vigilancia de possiveis casos novos (BRASIL, 2002).

A marca de vacinagdo por BCG também foi investigada. No grupo CTbh a
maioria ndo apresentou marca de vacinacdo. O contrdrio ocorreu no grupo STb
Portanto, verificou-se que os individuos vacinados encontravam-se no grupo STb, ou
seja, ndo desenvolveram a doenca, sugerindo algum componente protetor associado a

vacinacao (MS, 2010).

A populacdo do presente estudo foi exposta igualmente ao bacilo da
tuberculose através do contato intradomiciliar com individuo bacilifero. No entanto,
embora tenham estado nas mesmas condi¢cdes sOcio-ambientais, em momento
anterior as coletas, alguns individuos comunicantes desenvolveram a doenca ativa e
outros permaneceram saudaveis. Por isso, o referido estudo vem contribuir para o
entendimento da resposta frente ao antigeno de M. tuberculosis em individuos que se
encontravam nas mesmas condicdes ambientais e nutricionais, ou seja, condi¢cdes
chaves para a infeccéo pelo M. tuberculosis. No entanto, outros fatores provavelmente

devem ter contribuido de forma decisiva para o desenvolvimento da TB-doenca.

Lucen-Silva et al. (2010) verificaram que diferentes alelos HLA de classe I
foram associados com a susceptibilidade a tuberculose, incluindo DRB1*1501 em
indianos e mexicanos, DRB1 * 1601 e DQB1 * 0502 em poloneses, DRB1 * 07 e DQA1
* 0101 em iranianos e DQB1 * 0502 em tailandeses. Outros genes nao-HLA
envolvidos na montagem da resposta imune contra patdégenos tém sido investigados
como um marcadores moleculares de susceptibilidade genética para a tuberculose,

incluindo sitios polimérficos em IFN-y, IL -12, IL-12R, IL-14 (LUCENA-SILVA et al.,

2010).
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Além disso, fatores imunolégicos podem também ter contribuido para a
manifestacdo da doenca no grupo CTb do presente estudo. Portanto, o perfil de

citocinas foi avaliado nos individuos com e sem histéria de tuberculose pulmonar.

Em relacdo as citocinas IFN-y e IL10, avaliadas em nosso trabalho, diversos
autores descreveram que em tuberculose ativa ocorre uma diminui¢éo da producéo de
IFN-y e um aumento da IL-10 (FLYNN et al.,, 1993; TORRES et al., 1998;
OTTENHOFF et al., 2005; NORTH & JUNG, 2004; SALGAME, 2005). No entanto,
sentimos falta de mais estudos com andlises em individuos comunicantes
intradomiciliares. Embora sem diferenca significativa, a populacdo STb produziu mais
IFNy no tempo de 48 horas sob estimulo com AgTb. Quando comparamos com o0
resultado do PPD, observamos um leve aumento no grupo com PPD<10mm em 24
horas de estimulo. Esses resultados estdo coerentes com os perfis encontrados em
individuos expostos ao M. tuberculosis. A producdo mais elevada de IFNy pode ter
funcionado como um evento importante para a manutencdo do estado de saude
desses individuos quando expostos a bactéria em momento anterior as coletas de
sangue. Podemos supor que em nossa populacdo, devido ao numero de individuos,

ndo tenhamos encontrado diferenca significativa nessas analises.

Alguns trabalhos avaliaram o perfil de citocinas em grupos de individuos
comunicantes saudaveis. Entre esses trabalhos € importante citar Demissie et al.
(2004). Esse grupo realizou um estudo comparando a resposta imune de individuos
saudaveis de area endémica, caracterizados como saudaveis infectados em estagio
latente, com pacientes TB. Os resultados demonstraram que o0s pacientes TB
apresentam uma baixa regulacdo na expressdo de citocinas Thl (IFN-y e IL-2)
comparados com os individuos com infeccao latente. Isto sugere que o controle da TB
no estagio latente esteja associado ndo somente a expressdo aumentada das

citocinas Thl, mas com a supressdo da atividade da IL-4 (DEMISSIE et al., 2004).
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Reforcando esta idéia, em 2006 0 mesmo grupo comparou a expressao de IL-4 e IFN-
y em sangue periférico de contatos intradomiciliares de pacientes TB com escarro
positivo. Os resultados demonstraram que a expressdo da IL-4 foi ligeiramente
elevada nos contatos intradomiciliares comparados aos controles da comunidade.
Entretanto, quando o grupo do contato intradomiciliar foi dividido em grupos com ou
sem sinais imunolégicos da infeccdo pelo M. tuberculosis, a expressdo da IL-4 foi
claramente elevada no grupo ESAT-6 positivo e a expressédo de citocinas Thl como o
IFN-y foi baixa. Assim, eles sugerem que uma forte resposta ao ESAT-6 em individuos
expostos ao M. tuberculosis tem correlacdo com uma baixa expressao de IFN-y e mais
elevada expresséo de IL-4, e que possivelmente, este perfil estd associado a um mau
progndstico para esse grupo de individuos. ESAT-6 € um antigeno secretado pelo M.
tuberculosis, potente ativador de células T humanas (WANG et al., 2009). Porém, em
nosso estudo nao foi possivel confirmar esta relacdo uma vez que, nos dois grupos

analisados (CTb e STbh) ndo houve diferenca significativa na producéo de IFN-y.

Torres et al. (1998) estudaram a resposta imune de PBMC de pacientes com
tuberculose ativa e seus contatos intradomiciliares saudaveis em resposta ao antigeno
de 30-KDa do M. tuberculosis. Seus resultados mostraram uma falha na producéo de
IFN-y pelos pacientes em resposta ao antigeno estudado e uma forte resposta a este
antigeno pelas células dos comunicantes sadios, sugerindo um papel protetor do IFN-y
nestes individuos. PAIS et al. (1998) mostraram também uma diminuicdo de IFN-y na
resposta frente ao antigeno de 32 kDa em pacientes com tuberculose quando

comparados com controles sadios.

Diferencas inter-individuais também tém sido observadas na producéo de IFN-y
e alguns estudos demonstraram uma diminui¢cdo na produgéo de IFN-y na tuberculose
ativa (LIN et al., 1996; ZHANG et al., 1995). Em nosso estudo, esta relacdo pode ndo

ter sido confirmada pela auséncia de individuos com TB ativa.
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Podemos justificar que a baixa producdo de IFN-y nos individuos de nosso
estudo pode ser devido a participacdo de outras citocinas envolvidas na tuberculose,
ou seja, reforca a idéia de que a resposta protetora contra M. tuberculosis €&

dependente ndo apenas de IFN-y (TOMIOKA et al., 2011; KHADER et al., 2007)

Por outro lado, o IFN-y pode também, suprimir a resposta imune afetando a
célula Th2. Portanto, a funcdo regulatéria desta citocina pode danificar o
estabelecimento e a manutencdo da memodria Thl. O desenvolvimento e a
sobrevivéncia das células Thl de memodria ainda ndo sdo bem estudados, porque a
maioria das pesquisas relacionadas com células T de memoria da populacdo CD4"
sdo direcionadas para imunidade Th2 (WU et al., 2002). Varios estudos (WINSLOW et
al., 2003; ANDERSEN & SMEDEGAARD, 2000; WU et al., 2002) demonstraram um
papel independente do IFN-y para a memoéria das células T CD4" na protecao funcional

encontrada na tuberculose.

Alguns estudos analisando o perfil das citocinas produzidas por pacientes TB
tém apresentado resultados inconsistentes. Algumas evidéncias demonstraram que a
sintese de IFN-y e IL-4 em resposta a estimula¢cdo com antigenos micobacterianos séo
respectivamente diminuidos e inalterados (SANCHEZ et al., 1994; ZHANG et al.,

1994). Dados concordantes com os encontrados nesta pesquisa.

O papel do TNF-a no controle da infec¢cdo causada pelo M. tuberculosis &
complexo. Sabe-se que ele atua em sinergismo com o IFN-y induzindo a formacgéo de
reativos intermediarios de nitrogénio e oxigénio, mediando assim a acao
tuberculostatica dos macréfagos (MOHAN et al., 2001). Porém, o TNF-a também
parece estar relacionado com a resposta patologica na infec¢cdo causada pelo M.
tuberculosis e freqlientemente é citado como o principal mediador da destruigdo do

tecido pulmonar (FLYNN et al., 2001). Moura (2002) avaliando a resposta celular de
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pacientes antes e ap0s o tratamento observou que os pacientes com tuberculose
pulmonar ativa produziram TNF-a em niveis elevados, porém néo observou diferenca
significativa nos niveis desta citocina apds o tratamento. Concluiu que estes resultados
reforcam o papel desta citocina tanto na fisiopatologia da doeng¢a quanto na imunidade

protetora.

Olobo e colaboradores (2001) mostraram que 0s contatos saudaveis de
pacientes com tuberculose pulmonar tiveram niveis plasmaticos elevados de
TNF-a e IL-10. JA& os pacientes com tuberculose pulmonar, apresentaram
niveis elevados de TGF- e IL-10 no plasma. De modo similar ao trabalho de
Olobo (2001), podemos sugerir que TNF-a produzida pode esta atuando como
citocina protetora, modulando a acdo de citocinas associadas com
imunossupressdo como a IL10, uma vez que nao houve diferenca entre os

grupos analisados.

Em relacédo a IL-10, também podemos sugerir que 0s niveis obtidos em
nosso trabalho podem estar sendo produzidos pelas células T de memobria
reestimuladas “in vitro”, como € relatado na literatura em alguns estudos em
tuberculose (SHAMS et al., 2001; FLANAGAN et al., 2001). E possivel sugerir que o
perfil de citocinas produzidas pode ser por subpopulacdes de células T de memdéria
central, as quais tém sido consideradas cruciais na constituicdo de respostas vacinais
protetoras (REECE et al., 2005). Ou entdo, assim como sugere Olobo et al. (2001),
esses niveis sdo devido ao estimulo dos antigenos micobacterianos que induzem a
producdo dessa citocina por células mononucleares. Por outro lado, podemos sugerir
gue a IL-10 esteve envolvida na defesa natural que vai de encontro as respostas pro-
inflamatérias excessivas geradas pelo TNF-a. Portanto, sugerimos que a presenca
simultdnea de IL-10 e de TNF-a nos comunicantes dos pacientes TB, pode ser
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benéfica a esses individuos. A IL-10 pode, talvez, ser exigida para modular efeitos pré-

inflamatorios adicionais em doentes e também em individuos comunicantes saudaveis.

Em modelo animal de tuberculose primaria progressiva, a IL-10 n&o foi
detectada até pelo menos 6 meses de infeccdo com M. tuberculosis, e demonstraram
nestes estudos que linhagens de camundongos C57BL/6 produzem pouca IL-10
durante a infeccdo crbnica. Estes resultados sugerem que a producdo de IL-10 ndo
esta associada com o controle inicial da infec¢do, mas que esta citocina pode ser mais

importante durante a tuberculose cronica ou na fase latente (TURNER et al., 2002).

Além de vérias citocinas envolvidas na resposta ao M. tuberculosis, outros
mediadores importantes sdo citados como fatores essenciais para a contencdo dos

bacilos, entre eles, destaca-se o 6xido nitrico.

A producdo de oxido nitrico também foi avaliada no presente estudo nas
culturas estimuladas com antigeno M. tuberculosis. Houve producdo de NO de
maneira semelhante nos grupos estudados sem diferenca significativa entre os
comunicantes com histéria e sem histéria de tuberculose pulmonar. Individuos
imunocompetentes possuem o sistema imune capaz de montar respostas inatas e
adaptativas eficientes que controlam e eliminam o M. tuberculosis. A producdo de
reativos intermediarios do oxigénio e reativos intermediarios do nitrogénio pelas
células da resposta inata € considerada relativamente eficiente no mecanismo de
defesa contra microrganismos patogénicos. A alta expressdao de NO em resposta a
citocinas e as moléculas derivadas dos patdégenos é um importante componente na

resposta de defesa contra microrganismos intracelulares (CHAN et al., 2001).

No entanto, trabalhos demonstraram que a atividade micobacteriostatica dos
macrofagos alveolares humanos € NO-independente (NATHAN & SHILOH, 2000).

Interessante € que o IFN-y exdgeno nado inibiu o crescimento da micobactéria nos
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macrofagos humanos. Ha evidéncias que o NO produzido por macréfagos humanos
infectados com M. tuberculosis e células epiteliais tenham também uma acao

antimicobacteriana (POIRIER & AV-GAY, 2012).

Baseados nos resultados encontrados na literatura podemos ressaltar que 0s
niveis encontrados nos grupos analisados em nosso estudo estdo de acordo com o
esperado. Ou seja, embora seja comprovada a importancia do NO nas infec¢des
intracelulares, na tuberculose existem alternativas usadas pelos bacilos que “driblam”

os efeitos antimicrobianos do NO (MARTIN et al., 2011).

Outro aspecto importante para o entendimento dos fatores envolvidos com uma
predisposi¢do ou protecdo na exposicao ao bacilo da tuberculose é a identificacdo de
marcadores moleculares (HERZMANN et al., 2012). O Fator de Transcricdo Foxp3 é
considerado um regulador positivo da fungéo das Treg, sendo, portanto, um candidato
a marcador molecular associado com uma predisposicdo em muitas doencas

infecciosas (WU et al., 2006; SINGH et al., 2012; LEEPIYASAKULCHAI et al., 2012).

A ativacao de células Tregs, identificadas pela expressao do Foxp3, pode evitar
uma excessiva resposta inflamatéria e / ou pode comprometer a eliminacdo de M.
tuberculosis (SHARMA et al., 2009). Hougardy et al., (2007) observaram niveis mais
elevados de células Treg CD4'CD25 Foxp3' no sangue periférico de pacientes com
TB em comparac¢ao com os niveis encontrados nas células infectadas de forma latente
com o M. tuberculosis (individuos saudaveis) e dos controles néo infectados quando
estimuladas com BCG. Mesmo nao verificando diferenca significativa na expressao de
Foxp3 nos individuos avaliados em nosso estudo, concordamos com Hougardy e
colaboradores (2007) e podemos sugerir que a expressdo de Foxp3 pode ser
associada a um perfil de predisposicdo a progresséo para a tuberculose ativa e pode

desempenhar um papel importante na patogénese da doenca, devido aos nossos
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resultados que demonstraram uma correlacdo positiva entre IL-10 e Foxp3 no grupo

CTh.

Gaetano e colaboradores (2011) encontraram diferencas significativas
no numero de células de pacientes com tuberculose pleural e expressao do
Foxp3, sugerindo que pode ser um marcador associado a uma diminuicdo na
regulacéo da resposta imune contra M. tuberculosis e que isto pode contribuir

para a sua eliminacéo mais tardia.

Guyot-Revol et al. (2006) também relatam que as células Tregs estédo
aumentadas em pacientes com TB e suprimem as respostas imunes celulares.
Compararam a frequéncia de células Tregs circulantes de pacientes né&o
tratados com TB e controles saudaveis e detectaram um aumento 3 vezes
maior na frequencia de células CD4" CD25 e 2 vezes maior na expressio do
Foxp3 nos pacientes com TB, existindo uma correlacdo positiva entre estas
células e este marcador, e uma “marca” relacionada com o aumento do Foxp3
em individuos com TB. Podemos sugerir que esta relacdo ndo tenha sido

verificada em nosso grupo devido a auséncia de individuos com TB ativa.

O gene Foxp3 codifica a proteina FOXP3 que é um fator de transcri¢ao,
com a funcdo de aumentar ou suprimir a transcricdo de genes especificos.
Acredita-se que o fator Foxp3 exerca funcdes efetora e facilitadora sobre os
genes de proteinas chaves na ativagdo celular. A associagdo dos niveis das
citocinas estudadas com a expresséo do Foxp3 nos individuos avaliados em nosso
trabalho confirma os dados da literatura (CHURINA et al., 2012). Estes referem
a redugdo no numero de linfocitos T com o fendtipo CD4" CD25" Foxp3 em

todas as formas clinicas da tuberculose pulmonar (CHURINA et al., 2012).
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Em nosso estudo, entre o NO produzido e a expressao de Foxp3 foi observada
correlacdo negativa no periodo de 48 horas no grupo CTb e no grupo STb a mesma
correlacéo no tempo de 24 horas. Embora nenhuma diferenca estatistica na expressao
do marcador Foxp3 tenha sido encontrada entre os grupos analisados, podemos
destacar os resultados das correlacbes. No grupo CTb, encontrou-se correlacdo
positiva do Foxp3 com a IL-10 e correlacdo negativa com o NO, ambas no tempo de
48 horas. Esses achados sugerem uma dinamica entre esses marcadores de resposta
imunolégica, e que estudos com populacdes de comunicantes e pacientes podem
esclarecer cada vez mais o papel desses produtos sollveis e do marcador molecular
como elementos fundamentais na manutencdo do estado de saude dos individuos

expostos ao M.tuberculosis (LEE et al., 2011; RAHMAN et al., 2009).

No presente estudo encontramos uma producdo similar das citocinas TNF-q,
IFN-y e IL-10 e de NO e da expressao do Foxp3 nos grupos estudados. Nossos
resultados indicam que esses perfis podem favorecer um aparente equilibrio no que
diz respeito a resposta imune frente ao estimulo pelo M. tuberculosis. Desta forma,
talvez ambas as respostas, Thl e Th2, sejam importantes para a resposta imune do
hospedeiro contra o M. tuberculosis. Os resultados que verificamos confirmam dados
prévios que sugerem que a manutencdo da memoéria imunolégica com producdo
efetiva de citocinas regulatérias e protetoras em individuos expostos ao M.
tuberculosis é fundamental para resposta imunoldgica nesses individuos (ZUNIGA et

al., 2012; CAMPBELL & ZIEGLER, 2007; MELO & CARVALHO, 2009).

Nesse sentido destacamos, embora sem diferencas significativas, a correlacao
negativa entre IL-10 e TNF-a no periodo de 24 horas de cultivo no grupo STb e a
correlacéo positiva entre NO e TNF-a no mesmo grupo durante 24 horas de cultivo e
no tempo de 48 horas de cultivo com AgTb. E que em relacdo ao grupo CTb,

encontramos correlacdo positiva no tempo de 48 horas de cultivo entre 0 NO e IFN-y e
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também entre o IFN-y e TNF-a. Baseados nesses achados podemos ressaltar o papel
do TNF-a no estagio de saude dos individuos, sugerindo que essa citocina estaria
funcionando como um fator importante, uma vez que a IL-10 apresentou indices altos
quando comparados com IFN-y. Um fator importante que pode ter limitado o poder de
avaliacdo estatistica, portanto, ndo revelando potenciais diferencas do presente

estudo, foi o tamanho da amostra.

Baseados nos achados de correlacdo podemos supor que entre os individuos
analisados, o NO apresentou um perfil adequado com o estado protetor associado a
esse mediador. Entdo podemos sugerir que entre os dois grupos analisados o NO e
Foxp3 se apresentaram de modo semelhante no que diz respeito a dinAmica de suas
fungbes em individuos expostos ao antigeno do MTb (BRAHMACHARI & PAHAN,

2009; HERBST et al.,2011).

Estudos em comunicantes intradomiciliares avaliando os perfis de producéo de
citocinas e o histérico de doencga ainda séo escassos. Portanto, tornam-se essenciais
mais investigacBes nesse sentido. Ensaios posteriores, que venham esclarecer
maiores detalhes a respeito da imunorregulacdo dessas citocinas em grupos de
individuos comunicantes, podem confirmar que nesses individuos a producdo de

citocinas é mantida em niveis suficientes para o ndo desenvolvimento da doenca.

Considerando a semelhanca em exposicdo e a capacidade individual de
responder ao contato com M. tuberculosis, 0 presente estudo vem contribuir para a
compreensdo da dindmica imunolégica em individuos que convivem com pacientes

TB.
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7. CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos na avaliacdo da producdo das citocinas INF-y,
TNF-a e IL-10; do NO e da expresséo do Foxp3 em PBMCs de comunicantes com e

sem histéria de tuberculose pulmonar concluiu-se que:

1) A producdo de IL-10, IFN-y e de Oxido Nitrico indicam que os individuos
com e sem histéria prévia de tuberculose pulmonar produziram uma
resposta celular especifica; porém, sem valores que possam indicar uma
maior ou menor susceptibilidade a doenca.

2) Na populacdo estudada, a citocina TNF-a, possivelmente funciona como
um elemento fundamental para a manutencdo do estado de salde dos
comunicantes;

3) A expressdo do marcador Foxp3 ndo esta associada diretamente a uma
maior predisposicao nos individuos com histéria de tuberculose pulmonar;

4) As correlagdes encontradas entre o marcador Foxp3, IL-10 e NO sugerem
uma modulacdo entre esses marcadores de resposta imunolégica na

populacéo estudada.
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