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Resumo

A infeccéo latente por Mycobacterium tuberculosis (LTBI) afeta aproximadamente um
quarto da populacdo mundial. Durante a LTBI, o M. tuberculosis (Mtb) sobrevive num
estado de dorméncia, que na reativacdo da infecgéo latente, este retoma o crescimento
e 0 metabolismo normais. Os macrofagos/monécitos (MO) desempenham um papel
central na patogénese micobacteriana, uma vez que séo o principal nicho celular para
o Mtb durante as infec¢Bes. A reposta imune protetora, a qual os MO fazem parte é
influenciada por mecanismos supressores, entre eles o aumento da atividade das
células T reguladoras (Tregs). Tregs tém a capacidade de controlar o dano tecidual ao
diminuir o controle adequado da replicagcdo micobacteriana, e também, podem estar
envolvidas na reativacdo e disseminacdo do Mtb. Os receptores Toll-like (TLRs)
participam da resposta a infeccao detectando e regulando-a, sendo os TLR2, TLR4 e
TLR9 conhecidos por reconhecer componentes do Mtb, o que influencia na resposta,
inclusive, na cinética e producdo de citocinas pela infeccdo. Buscou-se com essa
pesquisa avaliar a influéncia dos agonistas e antagonista dos TLR2, TLR4 e TLR9, em
sangue periférico e em culturas de sangue total desafiadas com o Mtb, de individuos
com LTBI (grupo TST+) em relacdo ao controle negativo (grupo TST-), investigando a
frequéncia de células Tregs e MO, a atividade microbicida e a dosagem de citocinas
IL10, IL17, TGFB e IFNy, entre esses grupos. O que se observou foi uma maior
frequéncia de MO (CD14*CD16'HLA-DR*, CD14'TLR2'HLA-DR*, CD14'TLR4*HLA-DR",
CD14*TLR9*HLA-DR*), no sangue periférico de individuos LTBI/TST+. Na acdo de
agonistas de TLR2, TLR4 e TLR9 ou de antagonista de TLR9, sob a frequéncia de
células Tregs de culturas de sangue total desafiadas com Mtb, houve maior frequéncia
dessas células no grupo TST+, que foi reduzida ap6s o uso de antagonista de TLR9
(cloroquina). Quanto a influéncia da infeccdo por Mtb nas culturas, a atividade
microbicida foi menor no grupo TST+. Nas culturas infectadas e moduladas com TLRs,
houve reducdo da atividade microbicida no grupo TST+, durante estimulacdo com
agonista de TLR2, e nesses mesmos individuos, no estimulo com antagonista de TLR9,
observou-se a restauracao da atividade microbicida. Quanto a dosagem de citocinas
nas mesmas culturas, houve maior producado de IL10, IL17 e IFNy no grupo TST+,
especialmente, ap6s modulacdo com cloroquina, em relagdo ao grupo TST-. Em suma,
LTBI difere do controle TST- pela maior frequéncia de Tregs e MO e pela menor
atividade microbicida, ao passo que o bloqueio de TLR9, pelo uso da cloroquina,
resultou na reducao da frequéncia de células Tregs, na maior producéo de IL17, IFNy e

IL10 e na melhora da atividade microbicida de LTBI em relagéo ao TST-.

Palavras-chave: Mtbh. LTBI. TLR. Células Treg. Mondcitos. Citocinas.



Abstract

Latent tuberculosis infection (LTBI) affects approximately a quarter of the world's
population. During LTBI, M. tuberculosis (Mtb) survives in a state of dormancy, which
reactivates latent infection, which resumes normal growth and metabolism.
Macrophages / monocytes (MO) play a central role in the mycobacterial pathogenesis,
since they are the main cellular niche for Mtb during infections. The protective immune
response, which the MO are part of is influenced by suppressive mechanisms, among
them the increase of the activity of T regulatory cells (Tregs). Tregs have the ability to
control tissue damage by decreasing adequate control of mycobacterial replication, and
may also be involved in the reactivation and dissemination of Mtb. Toll-like receptors
(TLRs) participate in the response to the infection by detecting and regulating it, and
TLR2, TLR4 and TLR9 are known to recognize components of Mtb, which influence the
response to kinetics and cytokine production by infection. We sought to assess the
influence of TLR2, TLR4 and TLR9 agonists and antagonist in peripheral blood and Mtb-
challenged whole blood cultures of individuals with LTBI (TST+ group) relative to the
negative control (TST- group), investigating the frequency of Tregs and MO cells, the
microbicidal activity and the dosage of cytokine IL10, IL17, TGFB and IFNy among these
groups. Higher frequency of MO (CD14* CD16* HLA-DR*, CD14" TLR2* HLA-DR,
CD14* TLR4* HLA-DR*, CD14* TLR9* HLA-DR™") was observed in the peripheral blood
of LTBI/TST+ individuals. In the action of TLR2, TLR4 and TLR9 agonists or of TLR9
antagonist, under the frequency of Tregs cells from Mtb-challenged whole blood cultures,
there was a higher frequency of these cells in the TST+ group, which was reduced after
the use of TLR9 antagonist (chloroquine). As regards the influence of Mtb infection on
the cultures, the microbicidal activity was lower in the TST+ group. In cultures infected
with Mtb and TLRs-modulated, there was a reduction of the microbicidal activity in the
TST+ group, during stimulation with TLR2 agonist, and, in the same individuals, in the
stimulus with TLR9 antagonist, it was observed the restoration of the microbicidal activity.
As for the dosage of cytokine in the same cultures, there was a higher production of
IL10, IL17 and IFNy in the TST+ group, especially after modulation with chloroquine,
compared to the TST- group. In summary, LTBI differs from the control TST- by the
higher frequency of Tregs and MO and the lower microbicidal activity, whereas the TLR9
blockade, by the use of chloroquine, resulted in the reduction of Treg cell frequency, in
the higher production of IL17, IFNy and IL10 and in the improvement of the microbicidal
activity of LTBI in relation to TST-.

Keywords: Mtb. LTBI. TLR. Treg cells. Monocytes. Cytokines.
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1 INTRODUCAO

A infeccdo latente por Mycobacterium tuberculosis (LTBI) afeta
aproximadamente um quarto da populagdo mundial (HOUBEN; DODD, 2016)
sendo caracterizada pela auséncia de evidéncias de Tuberculose (TB), incluindo
a falta de sinais ou sintomas clinicos e com presenca de radiografia de torax
normal (ZENNER et al., 2017). Embora os pacientes sejam classificados como
tendo infeccdo latente ou TB, para fins de manejo clinico, o espectro de infeccao
por M. tuberculosis (Mtb) é melhor descrito como um processo dinamico e
continuo entre exposicao, infeccdo e doengca do que como um processo binario
(BARRY et al., 2009; ESMAIL; BARRY; WILKINSON, 2012; PAl et al., 2016).

Apés a exposicao inicial, as micobactérias podem: a) ser totalmente eliminadas
pela resposta imune inata do hospedeiro; b) progredir rapidamente para a
Tuberculose primaria, ou c) ser parcialmente contidas em um estado de doenca
semidormente, que pode incluir periodos de doenca subclinica com replicacéo
micobacteriana ndo detectada, LTBI (ZENNER et al., 2017).

A infeccdo pelo Mtb s6 pode ser detectada indiretamente, através da avaliagdo
da resposta imune a sensibilidade as proteinas micobacterianas com o teste
tuberculinico (TST) ou teste de liberacao de interferon (IGRA). No entanto, esses
testes ndo sédo capazes de distinguir pessoas cujo sistema imunoldgico pode ter
eliminado completamente a infeccdo daqueles que continuam infectados e em
risco de reativar a doenca no futuro (BARRY et al., 2009; ESMAIL; BARRY;
WILKINSON, 2012; LEWINSOHN et al., 2017).

A probabilidade de progressdo para a Tuberculose primaria ou reativacao da
LTBI varia com base nas caracteristicas da pessoa infectada (AMERICAN
THORACIC SOCIETY, 2000; MARKOWITZ, 1997; PAI et al., 2016; ZENNER et
al.,, 2017) No entanto, esse risco de progressdo para a TB ativa pode ser
significativamente reduzido pelo tratamento com drogas antimicobacterianas
durante a infeccdo latente, sendo demonstrado um maior beneficio entre
individuos de alto risco (AMERICAN THORACIC SOCIETY, 2000; GETAHUN et
al., 2015; KAHWATI et al., 2016; ZENNER et al., 2017). De acordo com estudos

historicos, existe uma modesta associagdo positiva entre a reatividade
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tuberculinica e o risco de TB (PAl et al., 2014). Com base nesses estudos, muitos
individuos TST positivos precisam ser diagnosticados e tratados para prevenir a
progressao para a doenca ativa (depende do grupo de risco a qual pertencam —
guadro 1; pagina 100). Assim, o teste tem sido empregado em grupos de alto
risco como uma pratica comum (GETAHUN et al., 2015; PAl et al., 2014; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2015)

A maioria das pessoas com infeccdo primaria é capaz de controlar a infeccédo e
pode ndo apresentar doencga clinica, por isso alguns autores sugerem que a
laténcia e a doenca ativa sdo os extremos de um espectro (BARRY et al., 2009).
Estudos epidemiolégicos indicam que ha uma chance de 5% a 10% de que a
infeccao controlada ou latente se torne manifesta/evidente para produzir doenca
pés-primaria (LIPWORTH et al., 2016). Acredita-se que esta seja a via mais
frequente para a TB pulmonar (HARRIES; DYE, 2006). Estudar a contencgé&o
bem-sucedida durante a LTBI e sua falha durante a reativacdo pode, portanto,
levar a vacinas melhor direcionadas (VEATCH; KAUSHAL, 2018).

Durante a LTBI, acredita-se que o Mtb sobreviva num estado de dorméncia
(LIPWORTH et al., 2016). A dorméncia é definida como um fenétipo dos bacilos,
enquanto a laténcia € uma definicdo clinica (VEATCH; KAUSHAL, 2018).
Durante a reativacao da LTBI, acredita-se que os bacilos dormentes ressuscitem
e retomem o crescimento e 0 metabolismo normais. A ressuscitacdo € a
recuperacao da dorméncia e é um fenétipo dos bacilos, e reativacdo € o termo
clinico para a recorréncia da doenca apos a laténcia (LIPWORTH et al., 2016;
VEATCH; KAUSHAL, 2018).

Nossa capacidade de estudar e gerenciar a forma latente da doenca foi
transformada por métodos diagndésticos aprimorados, dependendo de ensaios
especificos de resposta de células T a TB ou de IGRASs, que para alguns, sédo
superiores aos testes cutaneos de TB (DIEL; LODDENKEMPER; NIENHAUS,
2012). A importancia da infeccao latente na historia natural da TB muitas vezes
levou a uma ligagdo potencialmente falsa em relagdo as consideragdes
bacteriologicas de dorméncia. A suposicao € que as células micobacterianas na
infeccéo latente estdo dormentes. No entanto, ha pouca evidéncia experimental
para apoiar essa hipétese (LIPWORTH et al., 2016).
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Pacientes com infeccédo latente podem ser tratados com sucesso com isoniazida,
uma droga que inibe a sintese da parede cellular (LIPWORTH et al., 2016). As
observacgbes das células dependentes de fator de promocao de ressuscitagao,
gue mostram atividade metabdlica reduzida, vao de alguma forma criar uma
ponte entre 0s conceitos de dorméncia e laténcia (GARTON et al., 2008;
MUKAMOLOVA et al., 2010). Deteccéao pela PCR de Mtb obtida em seccbes de
amostras de tecido adiposo de 39 individuos do México e da Franca que
morreram de causas diferentes de TB. O DNA de Mtb foi detectado em tecido
adiposo ao redor dos rins, do estémago, dos géanglios linfaticos, do coracdo e da
pele em 9/57 amostras mexicanas (6/19 individuos) e em 8/26 amostras
francesas (6/20 individuos) (NEYROLLES et al., 2006). Outros estudos post
mortem relataram resultados semelhantes (HERNANDEZ-PANDO et al., 2000).
Um estudo subsequente identificou bacilos vidveis em locais extrapulmonares,
como evidenciado pela deteccdo de mRNA micobacteriano (BARRIOS-PAYAN
et al., 2012). Mais trabalhos séo necessarios usando metodos baseados em RNA
para confirmar o nivel de atividade das células bacterianas no tecido
(LIPWORTH et al.,, 2016). Essa compreensdo se faz necessaria, pois se
pudermos interromper a transicdo da LTBI ndo-contagiosa para a TB infecciosa,
a cadeia de transmissao pode ser quebrada (VEATCH; KAUSHAL, 2018).

Os macréfagos/mondcitos desempenham um papel central na patogénese
micobacteriana, uma vez que sdo o principal nicho celular para o Mtb durante
infeccdes precoces e crbnicas (MCCLEAN; TOBIN, 2016). Os macréfagos
podem eliminar o Mtb através de multiplos mecanismos, incluindo a producéo de
oxigénio e nitrogénio e citocinas, a acidificagdo de fagossomos, entre outros
processos (LIU; LIU; GE, 2017). O Mtb é fagocitado pelos macréfagos
alveolares, que sdo as primeiras células a encontrar o patdégeno e recrutam
diferentes tipos de macrofagos, como macrofagos derivados de mondcitos,
durante a infeccdo inicial (CADENA; FLYNN; FORTUNE, 2016). O
reconhecimento de padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs) de
Mtb (como glicolipideos, lipoproteinas e carboidratos) por receptores de
macrofagos (como TLRs, NLRs e CLRs) induz uma rede de vias de sinalizacao
coordenadas que levam a perfis distintos de expressao génica em macréfagos

em diferentes estagios da infec¢ao (KILLICK et al., 2013). Estudos de perfis de
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genes forneceram evidéncias para a importancia de citocinas inflamatdrias,
incluindo IFN-y, IL12, IL18 e MIP-1a/ CCL3 na defesa contra infeccdo por Mtb
(CAPPELLI et al., 2001). O desenvolvimento e a funcdo dos macréfagos séo
moldados por sinais microambientais, que impulsionam para a sua diferenciacéo
(LIU; LIU; GE, 2017), podendo ser dividido em subgrupos com base no marcador
CD16.

CD16 (FcyRIll) é um dos receptores Fc da imunoglobulina G (IgG) (FcyRs)
(HARGREAVES et al., 2015). E um FcyR ativador que transmite sinais de
acionamento através de um motivo de ativagdo baseado na tirosina do
imunoreceptor contido na regido citoplasmatica, que medeia endocitose e
fagocitose de complexos imunes, incluindo microrganismos revestidos de
anticorpos (GUILLIAMS et al., 2014). Em ambos, camundongos e seres
humanos, subconjuntos de mondécitos do sangue exibem expressao superficial

diferencial de varios FcyRs.

Nas ultimas duas décadas, o CD16 distingue os mondcitos humanos em dois
subconjuntos principais (subconjuntos CD16+ e CD16-)(ZHU et al., 2016).
Subsequentemente, foi descrito o terceiro subconjunto distinto de mondcitos
dirigido a mondcitos CD16+, que foi definido com niveis relativamente mais
elevados de CD14 acoplados com menor expressdo de CD16. Portanto, os
mondcitos periféricos humanos podem ser categorizados em trés subconjuntos:
0s mondcitos nao classicos (NCM, CD14+CD16++), os mondcitos intermediarios
(IM, CD14++CD16+) e os mondcitos classicos (CM, CD14++CD16-). NCM e IM
sdo abordados coletivamente como mondcitos CD16+ (WONG et al.,, 2012;
ZIEGLER-HEITBROCK et al., 2010).

Os mondécitos CD16+ sdo considerados pro-inflamatorios, pois sdo melhores que
0s mona@citos CD16- na producgao de citocinas TNFa, interleucina IL6 e IL10 em
resposta a padrées moleculares associados a microrganismos (LIU; LIU; GE,
2017). Os resultados acumulados nas ultimas décadas sugerem que esse
subconjunto CD16+ € expandido em muitos tipos diferentes de doencas,
principalmente sob infeccdo ou condi¢des inflamatérias (ZHU et al., 2016).
Balboa e colaboradores demonstraram que os monécitos humanos CD16+ se

expandem preferencialmente em pacientes com TB, se correlacionam com a
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gravidade da doenca e séo refratarios a diferenciacdo de células dendriticas
(BALBOA et al., 2015).

As principais células imunes do hospedeiro, receptores de reconhecimento de
padrdes e funcdes celulares envolvidas na defesa imunolégica inata contra o Mtb

estao representados na figl.
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Figura 1 - O Mtb infecta principalmente células imunes inatas, incluindo macréfagos, células
dendriticas, neutrofilos e células assassinas naturais. Essas células imunes reconhecem o Mtb
através de varios receptores de reconhecimento de padrées, incluindo receptores Toll-like (como
TLR1, TLR2, TLR4, TLR8 e TLR9), receptores tipo NOD (como NOD1, NOD2, NLRP3 e NLRC4)
e C- tipo receptores de lectina (como MR, DC-SIGN, Mincle, Dectina-1 e Dectina-2, Dectina-3,
CL-LK e DCIR). Durante ainfecgéo por Mtb, o hospedeiro orquestra a sinalizagdo daqueles PRRs
e direciona para uma variedade de fun¢des celulares, tais como fagocitose, autofagia, apoptose
e ativacao do inflamassoma, para controlar ou eliminar o Mtb. Fonte: (LIU; LIU; GE, 2017).

A LTBI tem um espectro amplo e dinamico, sendo caracterizada por interacdes
patégeno-hospedeiro que variam com o tempo e microambiente tecidual
(BARRY et al., 2009) (GIDEON et al., 2015). A replicacéo ativa do Mtb restringida
por respostas imunes em camundongos cronicamente infectados, mimetiza o
gue provavelmente ocorre na LTBI humana (GILL et al., 2009). Além disso,
estudos em seres humanos sugerem que a LTBI esta associada ao aumento dos
marcadores de ativacado de células T (WERGELAND; ASSMUS; DYRHOL-
RIISE, 2011)(SULLIVAN et al., 2015).
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Com base em modelos murinos, a imunidade ao Mtb requer respostas T helper
1 (Thl) e (em menor medida) respostas Thl7. Assim, interleucina (IL) 12,
(interferon gama (IFN-y) e TNF-a (e, IL17 e IL23) desempenham papel
importante na indugdo e manutencdo de resposta imune protetora contra a TB
(KAUFMANN, 2001; KHADER; COOPER, 2008; NORTH; JUNG, 2004). Além
disso, varios fatores reguladores, incluindo células T reguladoras (Tregs), IL10,
transforming growth factor beta (TGFpB), cytotoxic T-lymphocyte—associated
antigen 4 (CTLA-4) e programmed death 1 (PD-1), estdo também associados a
esse tipo de infeccao bacteriana (GREENWALD; FREEMAN; SHARPE, 2005;
LI; FLAVELL, 2008; SAKAGUCHI, 2004)

Na LTBI, a laténcia é mantida por um equilibrio entre a persisténcia do patdgeno
e a resposta imune, perpetuando o risco de reativacdo (MARIN et al., 2010),
caso a resposta imune do hospedeiro ndo consiga manter o controle sobre a
replicacdo do bacilo (CHAN; FLYNN, 2004). Essa reposta é influenciada por
mecanismos supressores, entre eles o aumento da atividade das células Tregs
(BABU et al., 2010; RIBEIRO-RODRIGUES et al., 2006). Essas células sado
recrutadas para o6rgaos infectados para regular a resposta imune contra a
infeccdo por Mtb, pela supressdo da funcdo de células T CD4+ antigeno-
especificas e na acéo de células apresentadoras de antigeno (CHEN et al., 2007;
MARIN et al.,, 2010; SCOTT-BROWNE et al., 2007) Assim, Tregs tem a
capacidade de controlar o dano tecidual ao diminuir o controle adequado da
replicacdo micobacteriana, permitindo a persisténcia e o estabelecimento de
uma infeccao cronica, porém quando presentes em grande concentracdo podem

estar envolvidas na reativagéo e disseminacao do Mtb (MARIN et al., 2010).

Dados sugerem que Tregs podem estar envolvidas na resposta imune contra o
Mtb. Tregs sdo encontradas em maior frequéncia em amostras de sangue
periférico de pacientes com TB e associadas com a diminuicdo da resposta
efetora (CHEN et al., 2007; GUYOT-REVOL et al., 2006; HOUGARDY et al.,
2007; MARIN et al., 2010). Sendo assim, o repertério de células T periféricas
consiste em células T autorreativas e de uma maioria de células T especificas
para antigenos derivados de patégenos. Embora a inibicdo de células

autorreativas por células Tregs seja claramente benéfica, a supressao de células
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T especificas para agentes patogénicos pode prejudicar a imunidade protetora
efetiva contra infec¢cdes microbianas (PASARE; MEDZHITOV, 2003).

Como a infec¢cdo microbiana é primeiramente detectada e subsequentemente
regulada por Toll-like receptors (TLRs) (AKIRA; TAKEDA; KAISHO, 2001,
MEDZHITQOV, 2001), a atividade supressora das células Tregs também pode ser
regulada pelos proprios TLRs (PASARE; MEDZHITOV, 2003). Uma significante
indicacdo de que a sinalizacdo por TLR pode ter um papel importante na
manutencao e/ou funcédo de Tregs foi a reducdo observada na frequéncia de
células Tregs naturais (células T CD4*CD25%); mas ndo em células T CD257, em
camundongos knockout para Myeloid Differentiation primary response 88
(MyD88), uma molécula adaptadora chave para a sinalizagdo da maioria dos
receptores TLRs (SUTMULLER, 2006). Além disso, o ribonucleic acid (RNA)
mensageiro para uma gama de TLRs foi identificado em Tregs CD4*CD25" de
ratos, camundongos e humanos (CARAMALHO et al., 2003; CHIFFOLEAU et
al., 2006; CRELLIN et al., 2005; LAROSA et al., 2007; PENG et al., 2005;
SUTMULLER, 2006) .

As células imunes inatas, as vias de sinalizacao e as fungdes celulares que estao
envolvidas nas fases iniciais da infeccdo por Mtb séo cruciais para limitar a
doenca e servem também como reguladores potentes da imunidade adaptativa
antigeno-especifica. (LIU; LIU; GE, 2017).0 primeiro passo na ativacao da
resposta imune inata durante a infecgao por Mtb comeca com o reconhecimento
do patogeno (LIU; LIU; GE, 2017). Durante a fagocitose, os PAMPs conservados
na superficie do Mtb sdo reconhecidos pelos PRRs nas células hospedeiras (LIU;
LIU; GE, 2017). Uma variedade de PRRs reconhecem PAMPs micobacterianos,
tais como TLRs, Nod-like receptors (NLRs), C-type lectin receptors (CLRS),
receptores scavenger, receptores CD14, AIM2 e AhR (BOWDISH et al., 2009;
COURT et al., 2010; SAIGA et al., 2012). Diferentes células imunes inatas usam
receptores distintos ou combinacgdes de receptores para identificar e fagocitar o
Mtb, embora o patégeno possa preferencialmente ter como alvo receptores
especificos para manipular as respostas imunes do hospedeiro e promover sua
propria sobrevivéncia intracelular (KILLICK et al., 2013; MORTAZ et al., 2015).

Aléem de estimular a producdo de citocinas inflamatérias e quimiocinas, o

reconhecimento de patdgenos por células inatas desencadeia uma cascata de
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eventos celulares, como fagocitose, autofagia, apoptose e ativacdo do
inflamassoma, para controlar ou eliminar patdogenos invasores e aumentar a
apresentacdo de antigenos, contribuindo para a inducdo da imunidade
adaptativa (KHAN et al., 2016; KORBEL; SCHNEIDER; SCHAIBLE, 2008). Foi
demonstrado que a PPE57, que desempenha um papel na fagocitose de
macrofagos, € capaz de reconhecer TLR2 e induzir a ativacdo de macrofagos,
aumentando a expressdo de varias moléculas de superficie celular (CDA40,
CD80, CD86 e MHC classe Il) e citocinas inflamatorias (TNF-q, IL-6 e IL-12p40)
em macréfagos (LIU; LIU; GE, 2017). Os TLRs também s&o importantes para
desencadear a apoptose em células infectadas por Mtb. Por exemplo, a
lipoproteina de 19 kDa de Mtb (LpgH), que induz a morte celular de macréfagos
de maneira dependente de TLR2 (SANCHEZ et al., 2012). Ja o estudo com o
complexo de PE / PPE PE9 / PE10 demonstrou indu¢cdo de apoptose em
macrofagos via acoplamento de TLR4 (TIWARI;, RAMAKRISHNAN;
RAGHUNAND, 2015). Durante a infeccdo por Mtb, multiplos componentes do
bacilo interferem (ativam ou inibem) nas funcdes celulares do hospedeiro (como
fagocitose, autofagia, apoptose e ativacdo do inflamassoma) para ajudar o
patdgeno a escapar ou contornar a imunidade inata do hospedeiro (LIU; LIU; GE,
2017).

Os TLRs, um tipo de receptor para identificacdo desse bacilo, reconhecem
PAMPs através de repeticdes ricas em leucina em seus dominios extracelulares,
aos quais estdo envolvidos na ligacédo do ligante e na autorregulacdo (KAWAI,
AKIRA, 2006). TLRs séao glicoproteinas de membrana, altamente conservadas
entre as espécies, capazes de reconhecer lipideos, carboidratos, peptideos e
acidos nucléicos de virus e bactérias (HORNUNG et al., 2002; MEDZHITOV,
2007; TRINCHIERI; SHER, 2007). Estes receptores fazem a ligacdo entre
imunidade inata e imunidade adaptativa por acdo em células dendriticas -
dendritic cells (DCs), macrofagos, células T, entre outras células (BHATT;
SALGAME, 2007; PARKER; PRINCE; SABROE, 2007).

Os TLRs conhecidos por estarem envolvidos no reconhecimento do Mtb s&o
TLR2, TLR4, TLR9 e possivelmente TLR8 (BAFICA et al., 2005; MEANS et al.,
1999, 2001). Componentes diferentes da Mtb estimulam o sistema imunolégico
através de receptores TLRs. O papel de cada TLR é representado na figura
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abaixo (FARIDGOHAR; NIKOUEINEJAD, 2017). TLR2 forma heterodimeros
com TLR1 ou TLR6. Esses heterodimeros tém implicacado no reconhecimento de
glicolipideos de parede celular micobacterianos como LAM (lipoarabinomanana),
LM (lipomanana), glicoproteina micobacteriana de 38 kDa e 19 kDa e manosido
fosfatidilinositol (PIM), lipoproteinas triacilada (TLR2 / TLR1) ou diacilada (TLR2
ITLR6) (MEANS et al.,, 2001). Acredita-se que TLR2 seja importante para
desencadear a resposta inata do hospedeiro através de seus efeitos
estimuladores na producdo de TNF-a em macrofagos (BAFICA et al., 2005).
Alias, um papel consideravel para TLR2 e TLR6, mas ndo TLR4 ou TLR9, foi
encontrado na estimulacdo da producdo de IL1-B (KLEINNIJENHUIS et al.,
2009). TLR2 também é importante para a liberacdo de IL-12 em macroéfagos,
mas nao em DCs (POMPEI et al., 2007).

Mycobacterium tuberculosis

Figura 3 - Os TLRs interagem com os componentes do Mtb e causam a ativacdo de macrofagos,
células NK, células dendriticas e células T. Também induzem a secrecéo de citocinas. Tais papéis
dos TLRs séo cruciais na identificagdo primaria do Mtb e no desenvolvimento de respostas imunes
para superar a infeccdo pelo bacilo. LM: Lipomannan, Hsp: Heat Shock Protein, HBHA: Heparin-
binding hemagglutinin, Rpf: Resuscitation-promoting factor, CAF: Cationic adjuvant formulation, MPL.:
Monophosphoryl lipid-A, TDM: Trehalose dimycolate, ESAT : Early secreted antigen, Nk cell: Natural
killer cell, IFN-y: Interferon-Gamma, DC: Dendritic cell, Th: T helper, MMP: Matrix metalloproteinase,
MAPK: Mitogen-activated protein kinase, NF-kB: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
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activated B cells, TNF: Tumor necrosis factor, IL: Interleukin. Fonte:(FARIDGOHAR; NIKOUEINEJAD,
2017).

As lipoproteinas bacterianas sdo uma familia de componentes da parede celular
proinflamatérios encontrados nas bactérias Gram positivas e Gram negativas. A
atividade estimuladora de lipoproteinas bacterianas reside em sua por¢do amino
terminal acilada. Pam3CysSerLys4 (Pam3CSK4) é um lipopeptidio tri-
palmitoilado sintético que imita o amino terminal acilado de lipoproteinas
bacterianas. Pam3CSK4 é um potente ativador do fator de transcrigdo (factor
nuclear kappa B) NF-kB (ALIPRANTIS, 1999). O reconhecimento de Pam3CSK4
€ mediado por TLR2 que coopera com TLR1 através do seu dominio
citoplasmatico para induzir a cascata de sinalizacdo que leva a ativacdo de NF-
kKB (OZINSKY et al., 2000).

Quanto ao receptor TLR4, sua participacdo no reconhecimento do Mtb em
murinos permanece contraditoria (KLEINNIJENHUIS et al.,, 2011). O TLR4 é
ativado pela proteina de choque térmico 60/65 (BULUT et al., 2005), proteina
esta que é segregada por uma variedade de espécies de micobactérias. Estudos
com células CHO (Chinese hamster ovary) transfectadas com TLR4 e
macréfagos murinos mostrou a importancia de TLR4 no reconhecimento de Mtb
(MEANS et al., 1999) (MEANS et al., 2001). Estudos com murinos in vivo sobre
o papel de TLR4 no reconhecimento de Mtb apontaram resultados conflitantes,
mesmo quando a mesma estirpe de camundongo foi utilizada. Reiling e
colaboradores (2002), mostraram que os camundongos deficientes de TLR4, em
contraste com os deficientes de TLR2, apresentavam susceptibilidade
semelhante a infeccédo por Mtb em comparacdo com os animais do tipo selvagem
(REILING et al., 2002). Em contraste, no mesmo ano, Abel e colaboradores
relataram maior crescimento micobacteriano nos pulmdes, baco e figado e uma
menor sobrevivéncia ap0s a infeccdo em comparacdo com animais do tipo
selvagem (ABEL et al., 2002). No entanto, mais estudos sdo necessarios para

elucidar a fonte dessas discrepéancias e o papel de TLR4 na infeccéo por Mtb.

TLR4 reconhece predominantemente lipopolissacarideos - LPS (POLTORAK,
1998). Esse reconhecimento envolve a ligacdo de LPS com proteina de ligacao
a lipopolissacarideos (LBP) e posteriormente com CD14 que se associa

fisicamente a um complexo que inclui TLR4 e MD (Myeloid differentiation protein)
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2 (SHIMAZU et al., 1999). A formacao do complexo de receptor LPS centrado
em TLR4 induz a producéo de citocinas proinflamatérias através da via MyD88.
A sinalizacédo de LPS também envolve uma cascata independente de MyD88,
gue medeia a expressdo de genes induziveis pelo IFN (TAKEUCHI; AKIRA,
2010).

Entre todos os receptores da familia TLR, TLR9 € aquele com a distribuicéo
tecidual mais restrita. Nos seres humanos, sua expressdo constitutiva €&
confinada as células B e células dendriticas plasmacitoides. Ja na ativagao
celular, TLR9 também pode ser encontrado em mondécitos, neutrofilos e células
T CD4* (EHRLICH et al., 2017; HOLTICK; SCHEULEN; BERGWELT-BAILDON,
2011; VOLLMER; KRIEG, 2009), sendo também detectado em células T
reguladoras secretoras de IL10 induzidas na presengca de 1-a-25-
dihidroxivitamina D3 (URRY et al., 2009).

CpG ODNSs sao oligonucleotideos sintéticos que contém dinucleotideos CpG néo
metilados em sequéncias particulares (motivos CpG) (KRIEG et al., 1995). Esses
motivos CpG estdo presentes numa frequéncia 20 vezes maior em DNA
bacteriano em comparacdo com o DNA de mamiferos. Os ODNs de CpG sao
reconhecidos pelo receptor TLR9 que conduz a fortes efeitos
imunoestimulatorios (BAUER et al., 2001).

O reconhecimento de CpG DNA micobacteriano é realizado por TLR9 (HEMMI
et al, 2000), que atua na regulacdo da funcao de neutroéfilos in vitro (MORTAZ et
al., 2010) (MORTAZ et al., 2015) e na cooperagdo com TLR2 para modular a
resposta em células dendriticas e macréfagos, induzindo a producédo de 1L12
(BAFICA et al, 2005;POMPEI et al, 2007). A auséncia de TLR9 em animais
knockout para este receptor, faz com que estes animais sucumbam rapidamente
a infec¢do, quando em contato com altas doses de Mtb (BAFICA et al, 2005).
Estudos in vitro demonstraram que a liberacdo de IL12 induzida por Mtb em
células dendriticas era dependente de TLR9 (BAFICA et al., 2005; POMPEI et
al., 2007).

Jé a cloroquina, um antagonista de TLR9, é uma base fraca que pode dividir
vesiculas acidas tais como endossomas e lisossomas, resultando em inibicdo da

acidificacdo endossomal e da atividade enzimética lisossémica. Como o pH
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acido dos endossomas € um pré-requisito para a ativacdo do TLR endossomal
(que é o caso de TLR9), a cloroquina pode servir como antagonista para TLRs
endossémicos. A cloroquina e a sua andloga quinacrina, sdo também
conhecidas como agentes terapéuticos para doencas autoimunes tais como
artrite reumatoide e lUpus eritematoso sistémico, cuja atividade terapéutica se da
pela supressdo da atividade de TLR9 (MACFARLANE; MANZEL, 1998;
MARSHAK-ROTHSTEIN, 2006; RUTZ et al., 2004).

Outros aspectos importantes que influenciam no resultado da resposta imune
contra o Mtb sdo a cinética e a quantidade de citocinas liberadas a nivel do
pulméo infectado e no linfonodo pulmonar drenante, capazes de gerar um
gradiente de citocinas e uma combinacdo Unica de fatores solluveis dentro de
cada local (ETNA et al.,, 2014a). A funcdo do IFN-y em resposta a agentes
patogénicos tem sido amplamente estudada e € critica na regulacdo das
respostas das células T na doenca micobacteriana (COOPER et al., 2002). IFN-
y é produzido por células T ativadas, células assassinas naturais (natural killer
cells — NK) e macréfagos, e é essencial para a ativacdo de fagocitos e
apresentacao de antigenos, promocéao da proliferacao celular, adeséo celular e
apoptose (HUAMAN; DEEPE, JR.; FICHTENBAUM, 2016; ZUNIGA et al., 2012).
Nos macrofagos, o IFN-y induz a explosédo respiratéria contribuindo para a
producao de RNI e ROI (reactive nitrogen intermediates — RNI e reactive oxygen
intermediates — ROI) (COOPER et al.,, 2002). A producdo de grandes
guantidades de ROIs e NO (6xido nitrico) por células imunes inatas é

considerado um dos efeitos mais importantes do IFN-y (ZUNIGA et al., 2012).

Em modelos de infeccao pelo Mtb em camundongos, o NO € essencial para a
morte de Mtb por meio da atividade de fago6citos mononucleares. Em
camundongos deficientes do gene da NO sintase 2 (iINOS -/-), a infeccdo com
Mtb tem uma rapida progressao e uma maior taxa de mortalidade (COOPER et
al.,, 2000; MACMICKING et al., 1997). Os defeitos marcantes na via de
sinalizacdo de IFN-y, observados em camundongos deficientes em IFN-y,
provocam uma elevacdo na susceptibilidade as infec¢cdes micobacterianas.
Esses camundongos também falham em desenvolver granulomas apds a
infeccdo pelo Mtb, via aerossol, com comprometimento significativo da ativacdo
de macrofagos (COOPER et al., 1993).
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No tecido pulmonar, citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL1, IL6 e IL18) e anti-
inflamatorias (IL10) sdo produzidas rapidamente, em niveis elevados e mantidos
por macrofagos infectados com Mtb , enquanto DCs produzem niveis baixos ou
indetectaveis dessas citocinas (ETNA et al.,, 2014a). Mtb estimula DC a
expressar um nivel inicialmente baixo de IL12 e IFN-B, que posteriormente se
torna robusto quando DCs maduras atingem os linfonodos em resposta a
guimiocinas linféides (GIACOMINI et al., 2001; LANDE et al., 2003; SLIGHT;
KHADER, 2013). A producdo dessas duas citocinas associadas a polarizacao
Thl é estritamente dependente do funcionamento do sistema ESX-1 (ESAT-6
Secretion System-1) (ETNA et al., 2014a). No entanto, na auséncia da producéo
de IL12, outros membros da familia IL12, em particular a IL23, podem criar um
ambiente Thl-distorcido (COOPER; MAYER-BARBER; SHER, 2011; COOPER,;
SOLACHE; KHADER, 2007; KHADER et al., 2005). Por exemplo, a liberacdo de
IL23 por DCs desafiadas com SO2, cepa prototipo da primeira vacina de Mtb
atenuado vivo, recentemente inserida em ensaios clinicos, compensa a falta de
producéo de IL12 na promocéo de uma expanséo Thl (ETNA et al., 2014b). No
entanto, IL23 é uma citocina que atua principalmente em conjunto com outras
citocinas, notadamente IL6, IL13, TGF-f e TNF-a, em nodulos linfaticos para
promoverem a diferenciacdo de células Th17, ou no tecido pulmonar infectado,

para recuperar uma resposta Th1l7 de meméria (ETNA et al., 2014a).

As células Th17 produzem IL17A (ou simplesmente IL17) (HARRINGTON et al.,
2005; PARK et al., 2005), IL17F (LANGRISH et al., 2005), IL21 (KORN et al.,
2007) e IL22 (LIANG et al., 2006). O receptor de IL17 (ILL7RA) é expresso de
forma ubiqua em diferentes 6rgéos, como pulmao, figado e bacgo, e células DCs,
macrofagos, linfocitos, células epiteliais, queratindécitos e fibroblastos (YAO et al.,
1995)(LIN et al., 2009). As respostas induzidas por IL17 incluem a expressao de
genes proinflamatorios, como por exemplo, G-CSF (Granulocyte-Colony
Stimulating Fator), quimiocinas CXC, IL6, IL8, e proteinas antimicrobianas tais
como defensinas e proteinas S100, granulopoiese, recrutamento de neutrofilos
e inflamacédo (OUYANG; KOLLS; ZHENG, 2008).

Na TB, apos a exposicdo ao Mtb e de sua chegada aos pulmdes, DCs migram

para os linfonodos de drenagem, onde as células T sédo ativadas (COOPER,
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2009). Nesses linfonodos, ocorre a inducdo de células T que produzem IFN-y e
IL17 e estas células migram para o pulmao onde exercem a funcéo efetora. O
desenvolvimento de células Th1l7 é iniciado por IL6 ou IL21 na presenca de
baixas quantidades de TGF-B (BETTELLI et al., 2006; KORN et al., 2007,
MANGAN et al., 2006; TORRADO; COOPER, 2010; VELDHOEN et al., 2006).
IL18 e TNF também podem atuar como cofatores para a diferenciacdo Thl7
(GEROSA et al., 2008; VAN BEELEN et al., 2007). O sinal combinatorio dessas
citocinas em células T recém-estimuladas induz a expresséao do receptor nuclear
orfao RORVyt via signal tranducer and activator of transcription-3 (STAT-3). STAT-
3 e RORyt induzem a expressdao do receptor para IL23, resultando na
subsequente sinalizacdo dessa citocina, que entdo estabiliza o fenétipo Th1l7
(ZHU; YAMANE; PAUL, 2010).

A expressao precoce de IL17 desempenha um papel essencial como mediador
do recrutamento celular, principalmente de neutrofilos via CXCL8 (MCALEER;
KOLLS, 2014) e células T CXCR5+ via CXCL-13 (GOPAL et al., 2014), para
compor os foliculos linféides pulmonares, visando uma 6tima ativacdo de
macrofagos e controle de Mtb em infeccdo primaria. A expanséo das células Tyd
produtoras de IL17 nos estagios iniciais da infeccdo por Mtbh também ocorre via
IL23 (TORRADO; ROBINSON; COOPER, 2011). As células T de memodria
produtoras de IL17, entdo, atuam como uma populacéo de vigilancia, induzindo
guimiocinas CXCL capazes de recrutar células T de memdéria produtoras de IFN-
v que expressam CXCR3, as quais ativam os fagocitos infectados e medeiam o
cessar do crescimento bacteriano (ETNA et al.,, 2014a). Se a liberacéo
antecipada de IL17 contribui para a defesa do hospedeiro contra o Mtb através
da formacédo de granulomas maduros (GOPAL et al., 2014; KHADER et al.,
2007), durante a infeccdo crbnica e latente, a hiperatividade das células Th17
pode ser prejudicial, levando ao aumento da imunopatologia via IL17-CXCL2
dependente do influxo de neutréfilos e destruicdo tecidual, em vez da contencao
da infecgao no pulméo (TORRADO; ROBINSON; COOPER, 2011).

Como mencionado anteriormente, IL10 é uma importante citocina anti-
inflamatdria que controla a resposta imune inata e adaptativa excessiva contra o

Mtb. Na auséncia de IL10, DCs murinas infectadas com Mtb migram mais rapido
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do pulméo para o linfonodo drenante e produzem uma maior quantidade de IL12
(DEMANGEL; BERTOLINO; BRITTON, 2002). IL10 é produzida por fagocitos
nas lesdes pulmonares e reduz diretamente a expressao de TNF-a e IL12p40
(BEAMER et al., 2008; TURNER et al., 2002). Em humanos, uma producéo
elevada de IL10 em macréfagos em resposta a estimulacédo de TLR in vitro foi
associada a tendéncia de desenvolver TB progressiva primaria (AWOMOY!I et
al., 2002). De fato, uma reducao mediada por IL10 das respostas de células T
pode afetar a integridade do granuloma e predispor a cavitagdo pulmonar, o que
promove a transmissao das bactérias para novos hospedeiros. Além disso, 1L10
blogueia a maturacdo de fagossomas, permitindo a persisténcia de patdogenos
em macroéfagos alveolares humanos (O’'LEARY; O’'SULLIVAN; KEANE, 2011). A
producéo local de IL10 também prejudica a diferenciacdo de DCs induzindo um
efeito espectador nos mondcitos nao infectados circulantes. Realmente, os
mondcitos condicionados a IL10 sofrem uma diferenciacdo parcial levando ao
desenvolvimento de uma populacdo heterogénea de células que expressam
CD14 e niveis variaveis de CD1a (ETNA et al., 2014a).

Esses resultados indicam que o Mtb pode desarmar DCs por inibir sua
diferenciacéo e, por sua vez, subverter uma vigilancia imune protetora (REMOLI
etal., 2011). Assim, no contexto da infeccéo por Mtb, a importancia da IL10 pode
ter dois lados, uma vez que exerce efeitos protetores e prejudiciais, quer
atenuando a resposta inflamatéria do hospedeiro ou limitando a expressédo da
resposta adquirida que pode permitir que a doenca latente reative e progrida a
TB ativa e cavitaria (ETNA et al., 2014a).

Como IL10, TGF-p também €& uma citocina anti-inflamatéria contraria a
imunidade protetora contra a TB. ApoOs estimulagdo com ligantes de Mtb,
mondocitos humanos e DCs produzem TGF-B que € encontrado nas lesdes
granulomatosas de pacientes com TB (DAHL et al., 1996) (TOOSSI et al., 1995
apud HOSSAIN; NORAZMI, 2013). TGF-B exerce varios efeitos anti-
inflamatérios que incluem a inibicdo da producdo de ROI e RNI mediada por
macrofagos (DING et al., 1990 apud HOSSAIN; NORAZMI, 2013), supressao da
proliferacé@o de células T (ROJAS et al., 1999), interferéncia na funcéo de células

NK e linfocitos T citotdxicos, e a subregulacdo da liberagdo de citocinas
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proinflamatérias (RUSCETTI et al., 1993). A adicdo de TGF-B em cocultura de
fagocitos mononucleares e Mtb, causa inibicdo da fagocitose e facilita o
crescimento do bacilo de maneira dose-dependente (TOOSSI et al., 1995 apud
HOSSAIN; NORAZMI, 2013). A presenca de inibidores de TGF-p elimina os
efeitos anti-inflamatérios da citocina, e assim, protegem o0 hospedeiro da
infeccao pelo Mtb (HIRSCH et al., 1997).

Por outro lado, essa citocina tem papel importante para células T reguladoras,
cujo desenvolvimento depende de TGF-f e da expressao do fator de transcrigéo
FoxP3, cujas células contribuem para a imunidade da TB e controle de
inflamacao excessiva (ETNA et al., 2014a). Importante mencionar que durante a
infeccdo por Mtb, a expansao das células Th17 e Treg, bem como a converséo
de Treg em produtoras de IL17, dependem da expressdo de RORyt (RAR-
related orphan receptor gamma) e FoxP3, cujos niveis relativos sdo controlados
por TGF-B, IL23 e IL6 (AFZALI et al., 2010). Estas Tregs tém multiplos efeitos
inibitorios: a) supressdo direta da atividade das células T CD4+ através da
secrecdo de IL10 ou expressédo de TGF-f ligado a membrana; b) desativacdo de
células apresentadoras de antigenos e, por sua vez, ¢) inibicdo da iniciacdo e
reducdo do influxo de células T CD4+ nos ganglios linfaticos drenantes
(SHAFIANI et al., 2010). Assim, sua presenca nos oOrgaos infectados é
importante para equilibrar as respostas imunes protetoras e nocivas, limitando a
intensidade da resposta das células T as bactérias. No entanto, a ativacdo
excessiva de Tregs pode exercer um papel negativo, uma vez que essas
medeiam o estabelecimento da infec¢éo persistente e a reativacao da TB latente
(KAUFMANN, 2013).

Diante disso, a deteccdo das células T reguladoras por um dos fendétipos ja
estabelecidos na TB (LIU et al., 2006; NAFADY-HEGO et al., 2016; SEDDIKI et
al., 2006), a identificacdo e compreensao do seu possivel papel na manutencao
do balanco homeostatico e no rompimento do mesmo, nos auxiliaria na busca
por solucdes para eliminar a infec¢cdo ou evitar o seu desenvolvimento a partir
da forma latente. Desta forma, a identificacdo de células T reguladoras pelo
fendtipo CD4*CD25*FoxP3*CD127- no sangue periférico de individuos TST

positivos e TST negativos, bem como no desafio in vitro com Mtb em cultura de
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sangue total, mediante modulacdo com agonistas de TLR2, TLR4 e TLR9, e
antagonista de TLR9 pode ser um dos caminhos para essa elucidacdo. Ao
mesmo tempo, pretendemos entender como a modulagdo desses TLRs pode
contribuir para a resposta ao Mtb, através das analises da atividade microbicida
e da producdo de citocinas. Dessa forma, os resultados que iremos obter
oferecera mais informacdes sobre a LTBI, e com isso, uma melhora na
compreensao acerca dessa condicdo, seja em relacdo a individuos controles
negativos ou pacientes com TB. Esse entendimento das modificacdes nas
respostas imunes inata e adaptativa, como por exemplo, as alteracGes

fenotipicas em relacéo a TB, podem servir como um biomarcador da reativacao.
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2 HIPOTESE

Possiveis diferencas imunoldgicas associadas com o nao desenvolvimento da
TB, por individuos LTBI (TST positivo = 15mm), seja em relagéo as frequéncias
de Tregs e mondcitos e/ou modulagéo por TLRs, que possam sugerir ou auxiliar

na identificacdo dos casos de LTBI e/ou na prevencao da reativacéo da TB.
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3 OBJETIVOS

3.1. Averiguar a frequéncia de mondcitos/macrofagos
(CD14*CD16*HLA-DR*, CD14*TLR2"HLA-DR*, CD14*TLR4*HLA-
DR* e CD14*"TLR9*HLA-DR"), no sangue periférico de individuos
TST-, TST+ e TB;

3.2. Correlacionar a frequéncia de mondcitos/macréfagos
(CD14*CD16*HLA-DR*, CD14*TLR2"HLA-DR*, CD14*TLR4*HLA-
DR* e CD14*TLR9*HLA-DR*) no sangue periférico e a enduragéo
do teste tuberculinico em individuos TST- e TST+;

3.3. Identificar os individuos LTBI com base na frequéncia de
monacitos/macrofagos (CD14*CD16*HLA-DR*, CD14*TLR2*HLA-
DR*, CD14*TLR4"HLA-DR* e CD14'TLR9*HLA-DR") e na
correlacdo dessas frequéncias com a enduracdo do teste
tuberculinico em individuos TST+;

3.4. Investigar a agao de agonistas de TLR2, TLR4 e TLR9, e
antagonista de TLR9 em células Tregs de culturas de sangue total
desafiadas com Mtb de individuos TST- e TST+;

3.5. Verificar a frequéncia de  mondcitos/macréfagos
(CD14*CD16"HLA-DR*, CD14*TLR2*HLA-DR*, CD14*TLR4*HLA-
DR* e CD14"TLR9*HLA-DR*), em cultura de sangue total
desafiada com Mtb e modulada com agonistas de TLRs (2, 4 e 9)
e antagonista deTLR9, em individuos TST- e TST+;

3.6. Dosar as citocinas 1IL10, IL17, IFN-y e TGF-B nos
sobrenadantes das culturas de sangue total infectadas com Mtb e
moduladas com agonistas de TLR2, TLR4 e TLR9 e antagonista de
TLR9, em individuos TST- e TST+;

3.7. Examinar a atividade microbicida em culturas de sangue
total desafiadas com Mtb e modulada com agonistas e antagonista
de TLRs (2, 4 € 9), em individuos TST- e TST+.
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4 METODOS

4.1 Modelo do estudo

O presente estudo caracteriza-se por ser descritivo transversal, a fim de avaliar
0 papel in vitro de moduladores dos receptores tipo Toll (TLR2, TLR4 e TLR9)
na imunofenotipagem, dosagem de citocinas e atividade microbicida de
individuos saudaveis reativos ou nao ao teste tuberculinico frente a infec¢ao pelo
Mtb em culturas de sangue total. Esse estudo foi conduzido nos laboratérios de
Micobacteriologia e de Imunologia Celular e Molecular do Nucleo de Doencas
Infecciosas, localizado no Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal

do Espirito Santo.

4.2 Consideracdes éticas

O estudo foi conduzido de acordo com as diretrizes e normas regulamentadoras
de pesquisa envolvendo seres humanos. A aprovacdo no Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do Centro de Ciéncias da Saude foi obtida em 30 de agosto de
2012, CAAE n 04342812.0.0000.5060, numero do parecer 85575 (Anexo 1).

4.3 Pacientes e individuos controles

Os participantes que foram inclusos neste estudo estavam na faixa etaria de 18
a 65 anos, o qual possuia como critério de exclusdo: apresentar infeccao pelo
HIV, ser gestante, fazer uso de drogas imunossupressoras e possuir doenca
debilitante concomitante. Foi realizado o teste rapido para HIV em todos os
participantes do estudo. Além de aceitar as condi¢6es presentes no Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, aprovado pelo CEP-ES, os participantes

deveriam se enquadrar em qualguer um dos grupos descritos abaixo.

Os individuos saudaveis (sem TB), foram identificados pelo resultado do teste
tuberculinico (método Mantoux), o qual foi realizado aplicando-se 1 Ul (0,02mcg)
da tuberculina RT-23 por via intradérmica no terco médio da face anterior do

braco dos participantes e apos 72 horas, o resultado do teste foi interpretado, de
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acordo com a American Thoracic Society e com as diretrizes do Centro de
Controle e Prevencdo de Doencas Infecciosas (AMERICAN THORACIC
SOCIETY, 2000). A aplicacdo e interpretacdo do teste foi realizada no
ambulatério do Nucleo de Doencas Infecciosas por profissionais de saude

devidamente treinados.

Num primeiro momento (12 coleta) arrolamos participantes com e sem TB (Fig3).
Os grupos estudados foram: individuos que respondem ao PPD (Purified protein
derivative) com teste tuberculinico maior que 10 mm, grupo TST positivo; os
individuos com a doenca ativa, grupo TB; e pessoas nao infectadas com a
bactéria, ndo respondendo ao PPD, ou ainda, que respondem muito pouco ao
PPD, formaram o grupo TST negativo (TST < 10 mm). Participaram dessa
etapa 44 individuos, dos quais 24 participantes (17 homens e 7 mulheres, com
idade entre 18-56 anos) apresentavam diagnostico recente de TB, sendo 0s
demais 20 individuos, clinicamente saudaveis (9 homens e 11 mulheres, com
idade entre 14-60 anos). Destes,5 eram TST negativo e 15 TST positivo. A
mediana da idade dos individuos arrolados foi de 32 anos, com intervalo
interquartil de 11.

Os pacientes foram atendidos no ambulatério de Tuberculose do HUCAM da
Universidade Federal do Espirito Santo, ou encaminhados pelas Unidades de
Saude da Grande Vitéria (Cariacica, Serra, Vitoria e Viana), sendo arrolados
antes de iniciar a terapia para TB. Todos 0s pacientes tiveram amostras de
escarro coletadas para uso na baciloscopia e cultura, visando a pesquisa do Mtb.
Pacientes com TB receberam tratamento padréo para a doenca de acordo com

o0 Consenso Brasileiro para tratamento da TB.

Num segundo momento (22 coleta — nova coleta/arrolamento) realizamos nosso
estudo apenas com individuos que respondiam ou ndo ao teste tuberculinico. Os
participantes positivos para TST/PPD foram aqueles que apresentavam
enduracdo acima de 15 mm, nessa etapa. O outro grupo foi formado por
voluntarios que apresentavam TST negativo (TST < 10mm) — grupo controle
(Fig3). Os participantes foram atendidos no Nucleo de Doencgas Infecciosas da
Universidade Federal do Espirito Santo. Participaram da segunda etapa, 22

individuos, dos quais 10 eram homens e 12 mulheres, com idade entre 20-65
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anos. Desse total de individuos, 9 compunham o grupo TST negativo e 13 0

grupo TST positivo.

B TST+/LTBI
n=24 n=13
ie 22
TST+
coleta coleta
n=15
(n=44) (n=22) TST-
g —
TST- n=9
n=5

Figura 3: Esquema representativo das coletas e grupos formados em cada etapa da pesquisa. Em cada
etapa foram realizados novos arrolamentos e coletas.

4.4 Baciloscopia e cultura

As amostras de escarro dos pacientes TB foram obtidas antes do tratamento
anti-TB (2 amostras consecutivas). Estas amostras foram processadas no
Laboratorio de Micobacteriologia do Nucleo de Doencas Infecciosas, da
Universidade Federal do Espirito Santo. As amostras de escarros eram utilizadas
no esfregaco e na inoculacdo em meio Ogawa (LJ — Lowenstein-Jensen), para
obtencdo a obtencdo dos resultados de baciloscopia e culturas,
respectivamente. Com base nesses resultados, quando positivos, os individuos

eram incluidos no estudo no grupo TB.

4.5 Coleta de sangue periférico

Amostras de sangue periférico (10 ml de sangue) foram coletadas, por punc¢ao
venosa, de todos os participantes do estudo. A coleta de sangue foi realizada
logo apds o consentimento por escrito. As amostras de sangue foram utilizadas

para avaliacdo quantitativa e fenotipica das populacdes celulares e cultura.
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Esquema resumindo as coletas e técnicas empregadas durante este estudo esta

representado na figura abaixo.

Método
Etapas/coletas
e técnicas aplicadas

12 coleta 22coleta

Fenotipagem L
cultura de sangue Dosagem de Aveliacdoida
sangue total total (mondcitos e citocinas atividade
(mondcitos) Tregs) microbicida

Figura 4: Esquema representativo das coletas e técnicas em cada etapa da pesquisa. Este

esquema resume 0s métodos empregados para a obtencéo dos resultados.

4.5.1 Quantificacéo e fenotipagem de mondécitos/macréfagos e
células T reguladoras

Para a realizacdo deste procedimento, utilizou-se sangue periférico coletado
em tubo com acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA - Ethylenediamine
tetraacetic acid) e em tubo com heparina para as culturas. Com o objetivo de
avaliar o fenétipo de mondcitos e linfocitos T reguladores, utilizamos 100 pl
desse sangue a cada tubo de citometria, ou 200 ul da cultura. Os procedimentos
de marcacéo foram realizados de acordo com as instru¢des do fabricante dos
anticorpos. Acrescentou-se por tubo, ainda, 50 ul de PBS (phosphate-buffered
saline — Invitrogen - Waltham, MA, USA) 10% FCS (fetal calf serum — Sigma-
Aldrich - St. Louis, MO, USA). PBS com FCS e o sangue foram incubados por
vinte minutos, a 4 °C, com o intuito de diminuir as ligacdes inespecificas.
Decorrido este tempo, cada tubo recebeu seu conjunto de anticorpos

monoclonais conjugados, 2 ul de cada anticorpo (conforme quadro 2).
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Para a identificacdo de mondcitos/macrofagos, usamos anticorpos monoclonais
para: CD14 FITC (Fluorescein isothiocyanate), CD16, TLR2, TLR4 e TLR9
marcados com PE (Phycoerythrin), separadamente, e HLA-DR PECy5 (antigo
Cy-Chrome). Para a marcagdo de ceélulas T reguladoras, os anticorpos
monoclonais utilizados foram: CD4 FITC, CD25 PECy7, FoxP3 PE e CD127
Alexa Fluor 647. Para verificacdo de ligacbes inespecificas, utilizamos
anticorpos murinos, especificos para imunoglobulinas de camundongo. Os
controles isotipicos utilizados em todos os procedimentos foram: IgG1-FITC,
IgG2a-PE, IgG2b-PECY5, IgG1l PECy7 e IgG1l Alexa Fluor 647 (Tabela 1). O
controle da técnica foi realizado através das definicbes de compensacéao e
otimizacao do aparelho FACSCalibur (Becton Dickinson (BD) Biosciences - San
Jose, CA, USA), a fim de retirar a interferéncia e sobreposicao espectral dos

fluorocromos utilizados.

Apos adicdo dos anticorpos monoclonais aos seus respectivos tubos, o sangue
marcado foi incubado a 4°C, por trinta minutos. Passado este tempo, foi
adicionado 1ml de solucéo de lise (fluorescence-activated cell sorting (FACS)
lysing solution) (BD Biosciences) em cada tubo. Apés adi¢do desta solugéo, o
sangue marcado passou por uma incubacao de quinze minutos a temperatura
ambiente. Ao fim deste tempo, os tubos passaram por centrifugacdo a 300 x ¢
por 7 minutos. O sobrenadante foi descartado, e ao pellet ressuspendido foi
acrescido 2 ml de PBS 1% BSA (Sigma- Aldrich) em cada tubo. Os tubos foram
submetidos a nova centrifugacéo e o pellet foi ressuspendido em 300 ul de
solucdo de fixagdo (MAC'S FACS, fix solution)! por tubo com marcagdo

extracelular, exclusivamente.

Nos tubos que havia a necessidade de identificacdo de molécula intracelular
(TLR9 ou FoxP3), foram adicionados 100ul de solugéo de fixacdo, que compde
o kit de fixacdo e permeabilizacéo celular (eBioscience — San Diego, CA, USA).
Segundo instru¢des do fabricante, ap6s adicdo da solucéo de fixacao, faz-se

necessario a incubacao de vinte minutos a temperatura ambiente.

MAC’S FACS fix solution — contém paraformaldeido, cacodilato de sédio e cloreto de sédio
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Tabela 1. Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos utilizados para

analise de linfocitos T reguladores, mondcitos e controles isotipicos.

Marca Nome Marcador Clone Isotipo
BD Pharmingen™ Mouse PE-Cy™7 MOPC-21 Ms IgG1, k
1gG
BD Pharmingen™ Mouse Alexa Fluor® 647 MOPC-21 Ms 19Gy, K
19G
BD Simultest™ IgG PE, X39,
FITC X40
BD Pharmingen™ CD127 Alexa Fluor® 647 HIL-7R- Ms 1gG1, k
M21
BD Pharmingen™ CD4 FITC RPA-T4 Ms IgG1, k
BD Pharmingen™ CD25 PE-Cy™7 M-A251 Ms IgG1, k
BD Pharmingen™ FoxP3 PE 259D/C7 Ms IgG1
eBioscience CD14 FITC 61D3 Ms 1gG1, k
eBioscience CD16 PE eBIOCB16 Ms 1gG1
eBioscience TLR2 PE TL2.1 Ms IgG2a, kK
eBioscience TLR4 PE HTA125 Ms IgG2a, K
eBioscience TLR9 PE eB72-1665 Ms IgG2a, kK
eBioscience HLA-DR PECy5 LN3 Ms 1gG2b, k

Fluorescein isothiocyanate (FITC), Phycoerythrin (PE).

fluorocromos que combinam PE e cianina.

PE-Cy™5 e PE-Cy™7 sé&o
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Decorrido esse tempo, adicionou-se 1 ml de solucdo de permeabilizacéo
(diluicdo conforme indicado no manual — 1:10), seguida de centrifugacéo a 300
X g por cinco minutos e posterior descarte do sobrenadante. 2 ul do anticorpo
FoxP3 ou TLR9 junto com 100 ul de solugcdo de permeabilizacdo foram
acrescidos a cada tubo, os quais passaram por um periodo de incubacgéo de
trinta minutos. Ao fim desse periodo, mais 1ml de solucdo de permeabilizacédo
foi colocada em cada tubo, que foi submetido a mais um processo de
centrifugacéo de 300 x g por 5 minutos. Apés descarte do sobrenadante, o pellet
foi ressuspendido em 300 pl de solugdo MAC’S FACS.

As amostras com marcacao (extra e intracelular) foram analisadas em citdmetro
de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences) e os dados foram obtidos através do
software CellQuest (BD Biosciences) e analisados no FlowJo LLC (Ashland, Ore;
versdo 10.0.7). Adquiriu-se sessenta mil eventos totais por tubo, visto que as
regides (Gates) R1 ou R2 delimitavam as populacdes de mondcitos e células T,
respectivamente. Os mondcitos foram definidos a partir do grafico de distribuicdo
pontual SSC (side scatter) versus HLA-DR™ (Fig5A), seguido de CD14* FITC
versus qualquer marcador conjugado com PE (x PE), tais como: CD16*, TLR2*,
TLR4" e TLR9*. A andlise de mondcitos/macréfagos feita em R1 obteve o
fendtipo CD14* x* HLA-DR*(Fig 5B).
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Figura 5: Gréficos de distribuicdo pontual exemplificando a analise de marcadores que definiram os

fenotipos mondcitos/macréfagos. A) Gréafico de distribuicdo pontual SSC (side scatter) versus HLA-

DR PECy5 para definicdo das regides de analise mondcitos/macréfagos, gate R1. B) Grafico de

distribuicdo pontual entre os marcadores CD14 FITC e x PE, para obtencdo da subpopulacdo

CD14*x*HLA-DR* (retangulo superior direito do quadrante).
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(linfécitos), montarmos um histograma para CD127- Alexa Fluor 647 seguido do
gréafico de distribuicdo pontual CD25* PECy7 versus FoxP3* PE, para definicdo
de células T reguladoras (CD4*CD25*FoxP3*CD127°). A frequéncia de células T

reguladoras foi utilizada para a obtencdo dos dados estatisticos (Fig6).
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Figura 6: Gréficos de distribuicdo pontual exemplificando a andlise de marcadores que definiram os

fenotipos dos linfécitos T reguladores. A) Gréfico de distribui¢do pontual SSC (side scatter) versus CD4

FITC e selecdo de linfécitos T CD4+, gate R2. B) A partir deste gate o histograma para células CD127 foi

construido e selecionamos a populacdo CD127°. Com base nela o proximo grafico foi montado. C) Gréfico

de distribuicdo pontual entre os marcadores CD25 PECy7 e FoxP3 PE, para obtencao da subpopulacao

T reguladoras; CD4*CD25*CD127FoxP3* (retangulo superior direito do quadrante — Q2).

4.6 Selecdo, preparo e quantificacdo do isolado de Mycobacterium
tuberculosis

Para a infeccdo micobacteriana in vitro nas culturas de sangue total foi utilizada
a cepa ATCC 27294 (H37Rv), como referéncia de viruléncia. A cepa foi crescida
em meio de cultura (Ogawa-Kudoh) a 37 °C durante 21 dias, onde as bactérias
encontravam-se em fase logaritmica de crescimento. Apos esse periodo, as
colbnias foram retiradas dos frascos de cultura com auxilio da al¢a bacterioldgica
e inoculadas em tubos com tampa de rosca contendo pérolas de vidro e 2 ml de
PBS com 0,05% de Tween 80. Em seguida, os tubos foram agitados por 1

minuto, a fim de romper os grumos de micobactérias. Apds a agitacao os tubos

43



permaneceram em repouso por 30 minutos. O sobrenadante obtido apds esse
periodo foi retirado utilizando pipeta Pasteur e armazenado em outros tubos com
tampa de rosca, sendo agitados rapidamente, sempre que utilizados, no intuito

de manter a suspensdao homogénea.

Em paralelo, foram separados e preparados tubos de rosca sem pérolas de vidro,
contendo 5ml de PBS com 0,05% de Tween 80. A esses, foram adicionadas
algumas gotas da suspensdo bacteriana devidamente homogeneizada. Para
verificar a concentragdo bacteriana obtida, a densidade Optica (DO) da
suspensao foi medida em espectrofotbmetro a 265 nm, sendo ajustada para o
valor desejado (DO = 1). Para isso, adicionava-se PBS com 0,05% de Tween 80
ou a suspensdao da bactéria para obter a DO de 1. Ao final, o volume obtido foi
transferido para um tubo plastico de 50ml e centrifugado a 2000 x g sem freio,
durante 30 minutos para formacdo do pellet contendo as micobactérias.
Posteriormente, o sobrenadante foi cuidadosamente retirado, o pellet
ressuspendido em 50 ml de PBS com 0,05% de Tween 80 e novamente
centrifugado a 2000 x g sem freio, durante 30 minutos (primeira lavagem). ApGs
a segunda lavagem, o pellet foi ressuspendido em 1,56 ml de PBS com 80% de
Glicerol e 3,44 ml de 7H9 suplementado com OADC, homogeneizado, aliquotado
no volume de 500 pl por criotubos, e armazenados a -70°C (KIM; KUBICA, 1972,
1973).

Apbs o congelamento das aliquotas, as suspensfes micobacterianas foram
descongeladas e utilizadas para padronizar a concentragéo estoque obtida. Para
isso, antes do uso a aliquota, foi retirada do armazenamento e descongelada em
estufa a 37 °C por uma hora, e em seguida, 3 ciclos de sonicacdo em sonicador
LCX Lysor (Abbott Probe System - Des Plaines, IL, USA) por 10 segundos, com
intervalos de 5 minutos entre cada ciclo, para reduzir os agregados de
micobactéria (ORDWAY et al., 2014). ApOs a sonicacao, seguiu-se a diluicao
seriada da suspensdo em RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) completo (Soro Fetal
Bovino Inativado, L-Glutamina, HEPES 1M - Gibco Invitrogen). Foi adicionado
ao primeiro tubo de vidro, 100 ul de suspensao bacteriana estoque a 900 ul de
meio RPMI, homogeneizado, equivalente a diluicdo 1:10. O processo foi

repetido, transferindo 100 ul do contetdo do tubo recém diluido para o proximo
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tubo contendo 900 ul de RPMI, até a diluicdo 1:10°. Para cada diluicdo, 3
in6culos de 30 ul cada, foram plagueados em placas tripartidas contendo meio
Middlebrook 7H11 (BD), Middlebrook OADC Enrichment (BD) e Glicerol
(C3H5(0OH)3 — Vetec/Sigma-Aldrich).

O crescimento bacteriano foi acompanhado por 21 dias em estufa a 37 °C, sendo
a contagem das colbnias realizada no 14° e 21° dias. O numero de coldnias
observadas foi utilizado para determinar a concentragéo bacteriana armazenada.
Para cada experimento de infec¢céo esse procedimento foi repetido para manter
o Controle da Concentracdo do Inoculo (CCl). Para infeccdo das culturas de
sangue total, utilizou-se a diluicdo da bactéria para o multiplicity of infection (MOI)

de 1:1 (uma bactéria para 1 macréfago).

4.7 Ensaios da atividade dos receptores tipo Toll. Preparo do sangue total
- Modulacéo do sinal de TLR2, TLR4 e TLR9

Para avaliar o papel dos receptores tipo Toll (TLR2, TLR4 e TLR9) frente a
infeccdo com Mtb, a atividade de cada receptor isoladamente foi obtida a partir
da mistura do sangue periférico heparinizado (500 ul) a RPMI 1640 completo
(500 pl), com estimulo individual de agonista de TLR2, TLR4 ou TLR9 (Human
TLR1-9 agonist kit, InvivoGen — San Diego, CA, USA), ou antagonista de TLR9
(Chloroquine, Imgenex- San Diego, CA, USA). As concentracfes de uso na
cultura com volume final de 1 ml, de acordo com as instru¢cdes dos fabricantes,
sdo mostradas na tabela abaixo. O agonista em RPMI 1640 completo adicionado
ao sangue foi disposto em tubo 1,5 ml permanecendo em rotagéo continua por
24 horas em estufa a 37 °C e 5% COz2, ao passo que o estimulo com antagonista
de TLR9 seguiu uma incubacdo de 1 hora. Posteriormente, estas amostras

seguiram para a infeccao.
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Tabela 2: Concentracdo dos agonistas e antagonista de TLR2, TLR4 e TLR9 utilizados

na estimulacao das culturas de sangue total.

Concentragéo Concentragéao
Estimulo
Estoque de Trabalho
TLR2 — Pam3CSK4 100 pg/mL 0,2 pg/mL
TLR4 -E. coli K12 LPS 100 pg/mL 1 pg/mL
TLR9 — ODN2006 500uM 50uM
Antagonista TLR9 - Chloroquine 100 mM 2,5 uM

4.7.1 Infecgao do sangue total in vitro com M. tuberculosis

A fim de realizar as culturas de sangue total, tubos plasticos de 1,5 ml foram
identificados como se segue. O tubo C, correspondia ao tubo controle, a ele, foi
adicionado a mistura de sangue e RPMI completo. O tubo B representava o
controle positivo, este recebia a mistura de sangue e RPMI 1640 completo e a
suspensao bacteriana da cepa H37Rv, na concentracéo de 1:1. Nos tubos 2, 4,
9 e ant9 foram adicionados ao sangue, RPMI completo com o agonista de TLR
(TLR2, TLR4, TLR9) ou o antagonista de TLR9, respectivamente, e apds a
incubacao destes estimulos, como descrito anteriormente, realizamos a infeccéo
com a suspensao da cepa H37Rv, na concentracdo de 1:1ou seja, WBA - whole
blood bactericidal activity (WALLIS et al., 2001). Assim, os tubos permaneciam
em cultura com rotag¢do continua a 37 °C e 5% CO2z por 72 horas. Apés este
tempo, as culturas foram utilizadas nas etapas de imunofenotipagem, dosagem

de citocinas e atividade microbicida.
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4.7.2 Avaliacao da Atividade Microbicida em cultura de sangue total

Para investigacdo da atividade microbicida, utilizou-se o volume final de 800 pl
restante da cultura de sangue total (para todas a condi¢des; controles e
estimulos). Apds a incubacao, os tubos foram centrifugados por 5 minutos a
10000 x g, retirava-se aproximadamente 600 pul do sobrenadante obtido e
armazenava-o a -70 °C para posterior dosagem de citocinas. A adicdo de 900ul
de agua estéril a cada tubo da cultura foi realizada para promover a lise das
células sanguineas, liberando para o meio as bactérias (WALLIS et al., 2001).
Os tubos foram agitados por 30 segundos e permaneciam em repouso por 10
minutos a temperatura ambiente, seguidos de uma nova agitacdo e
centrifugacdo a 10000 x g por 10 minutos. Posteriormente, foram removidos e
descartados 800 ul do sobrenadante de cada tubo. Do volume restante foram
realizadas diluigcbes seriadas em PBS com 0,05% de Tween 80. De acordo com
a concentracdo de infeccéo, realizavam-se quatro diluicbes da amostra, sendo
plagueadas as diluicdes de 102 a 10*em placas de Petri tripartidas contendo
meio Middlebrook 7H11 (BD), Middlebrook OADC Enrichment (BD) e Glicerol
(Vetec). ApoOs o plagueamento, as placas foram mantidas em estufa a 37 °C e
5% de CO2 e acompanhadas durante 21 dias, sendo realizada a contagem das

coldnias no 14° e 21° dias.

4.7.3 Deteccdo e quantificacdo de citocinas por Ensaio
Imunoenzimatico (ELISA)

Para o ensaio imunoenzimatico, utilizou-se o teste Human ELISA Ready-SETGo
(eBioscience, Inc. California, San Diego, USA). Desta forma, as amostras de 72
horas de cultura que foram devidamente armazenadas a -70 °C, foram utilizadas
para quantificacdo de IL10, IL17A, IFN-y e TGF-B. O teste baseia-se na utilizacdo
de anticorpos monoclonais especificos para cada um dos marcadores acima e

foi utilizado seguindo as recomendacdes do fabricante.

Primeiramente, microplacas de 96 pocos de alta afinidade (COSTAR 9018 -
Corning Life Sciences), foram sensibilizadas utilizando-se 50 ul/poco de uma

solucdo de anticorpos monoclonais de captura (250X), diluidos em uma solucéo
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tamponada (Coating Buffer 1X) e permaneceram por um periodo de 12 horas
(overnight) a 4 °C. Ap0s a incubacéo, as placas foram lavadas cinco vezes com
300 ul/poco de uma solucdo com PBS 1X e 0,05% de Tween-20, entre cada
lavagem foi respeitado o tempo de um minuto (“tempo de molho”). Terminada a
lavagem, iniciou-se o bloqueio de sitios inespecificos da placa, adicionando aos
pocos 200 ul de solugcéo diluente (Assay Diluent 1X), com a finalidade de
preencher os espacos nao ocupados pelos anticorpos de captura. A placa foi
incubada por 1 hora em temperatura ambiente e lavada novamente, seguindo o
processo descrito anteriormente. Para os testes de IL10, IL17A e IFN-y foram
adicionados 50 ul de amostra em cada poco (em duplicata), sendo que para as
dosagens de IL10 e IFN-y as amostras foram previamente diluidas 10 vezes com
solucdo diluente (Assay Diluent 1X), e os valores ajustados ap0s a dosagem

utilizando-se o fator de diluicdo de 10X.

Para a deteccéo e quantificacdo da citocina TGF-, 100 ul das amostras foram
tratadas com 20 ul de HCI [1N] a fim de que as formas latentes desta citocina
sejam ativadas em formas imunorreativas. As amostras seguiram incubacao por
10 minutos em temperatura ambiente e em seguida foram neutralizadas com 20
ul de NaOH [1N]. Nesta etapa também foi preparado a curva padrdo a partir de
diluicdes seriadas (1:2) da solucao padrao dos testes (Top standard solution). A
diluicho para a curva padrdo foi realizada respeitando a sensibilidade pré-
estabelecida de cada teste, sendo de 300 pg/ml a 2 pg/ml para IL10, 500 pg/ml
a 4 pg/ml para IL17, 500 pg/ml a 4 pg/ml para IFN-y e de 8000 pg/ml a 60 pg/ml
para o TGF-B. Em todas as dosagens foram utilizados po¢os com o branco do
teste (50 ul de Assay Diluent 1X) e para a dosagem de TGF-3, além do branco,
serdo aplicados 50ul de meio de cultura (RPMI 1640 completo) previamente
acidificado e neutralizado, jA que o soro bovino fetal poderia conter niveis altos
de TGF-B. Apés a aplicacdo das amostras e padrdes, as placas foram incubadas
por 12h (overnight) a 4 °C, seguida de cinco lavagens com 300 pl/pogo de uma
solugdo com PBS 1X e 0,05% de Tween-20. Em seguida, adicionou-se 50
ul/poco do anticorpo de detecgdo (250X), diluidos em Assay Diluent 1X, e as
placas foram novamente incubadas por 1h, seguida de novas lavagens. Apos as

lavagens, adicionou-se 50 ul/poco de uma solucdo de avidina-HRP (250X)
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diluida, incubando-se por 30 minutos. As placas foram lavadas sete vezes, com
tempo de molho de 1 a 2 minutos, e em seguida, foi adicionado 50 pul/poco de
uma solugdo substrato TMB 1X (Tetrametilbenzidina). Apds 15 minutos foi
adicionado aos pocos 25 ul da solugéo de parada (H3PO4 [1M]) e realizou-se a
leitura em leitor de placa SpectraMax M3 (Molecular Devices) utilizando a
diferenca entre os comprimentos de onda de 570 nm e 450 nm. Os valores
obtidos com o padréo foram utilizados para a constru¢éo da equacéo da reta. Os
resultados das amostras submetidos a esta equacéo da reta resultaram nas
dosagens que foram subtraidas dos valores dos controles das amostras,

retirando assim qualquer interferente relacionado as citocinas basais.

4.8 Anélises Estatisticas

Dados com distribuicdo normal e paramétricos foram avaliados através do Teste-
t de Student (pareado na analise intragrupos e ndo-pareado intergrupos) para 0s
dados de frequéncia de Treg e de mondcitos, de atividade microbicida e de
dosagem de citocinas. As correlacdes pelo coeficiente linear de Pearson foram
utilizadas na comparagcao entre a expressao de TLR2, TLR4 e TLR9 e os
resultados do teste tuberculinico. Foi utilizado o programa Graphpad Prism 6.0
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) para essas andlises. Valores de p <

0,05 foram considerados significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Defini¢éo dos nossos casos de infecgdo TB Latente (LTBI)

5.1.1. Caracterizacdo dos individuos do estudo
Diante da possibilidade de contato com Mtb, avaliamos o fenétipo e frequéncia
de mondcitos/macréfagos em sangue periférico na presenca ou nédo de TB

Latente.

5.1.2. Frequéncia e fenétipo de Monécitos/Macrofagos em sangue
periférico na presenca ou auséncia de infec¢cdo pelo Mtb

Para a pesquisa de moléculas de ativacdo/estimulacdo em
mondcitos/macréfagos (CD14+HLA-DR+) utilizamos os marcadores CD16,
TLR2, TLR4 e TLR9. A expressao destes marcadores foi diferente entre os
grupos do estudo (Fig7). As moléculas TLR2 (Fig7A - p=0,017; p<0,0001), TLR4
(Fig7B - p=0,02; p=0,0001) e CD16 (Fig7D - p=0,016; p<0,0001), foram menos
expressas no grupo TST- quando comparado aos demais grupos TST+ e TB,
respectivamente. Ja para TLR9 (Fig7C), observamos diferenca apenas entre 0os
grupos TST+ e TB (p=0,002). Na correlagéo entre marcadores e o resultado do
teste tuberculinico, observamos a existéncia de correlagdo positiva entre
TST/PPD e a expresséao de todos os marcadores (TLR2, TLR4, TLR9 e CD16)
nos participantes que possuiam resultados superiores a 15 mm (Fig8A-D).
Resolvemos separar o grupo TST+ com base nessa correlagdo em dois grupos
distintos, TST+ BR (baixa resposta) e TST+ AR (alta resposta) e reanalisamos

expressao dos marcadores imunolégicos estudados (Fig9).
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Figura 7: Andlise de marcadores de ativagao/coestimulagéo (CD16+, TLR2", TLR4" e TLRY" -

conjugados com PE) em Mondcitos/macréfagos CD14'FITC HLA-DR+PEPCy5. Identificagdo em
sangue periférico de individuos com tuberculose pulmonar — TB (n=24); e individuos sem TB
(TST- e TST+): TST- (n=5) e TST+ (n=15). A) Células CD14*TLR2*HLA-DR*; B) Células
CD14'TLR4*HLA-DR*; C) Células CD14*TLR9*HLA-DR*; D) Células CD14*CD16*HLA-DR*. As
barras de erros-padrdo de cada grupo estdo indicadas nos graficos. *Os valores de p<0,05 foram
significantes.

Nessa separacdo observamos diferencas interessantes entre os grupos. Para
TLR2, o grupo TST negativo mostrou-se diferente dos grupos TST+AR e TB,
p=0,005 e p<0,0001, respectivamente. Alteracdo também foi observada para
TST+BR em relacdo aos grupos TST+AR (p=0,004) e TB (p<0,0001). Situagéo
similar foi observada para os marcadores TLR4 e CD16. Diferencas entre TST-
e 0s grupos TST+ AR e TB (TLR4: p=0,01 e p=0,0001; CD16: p=0,009 e
p<0,0001) e o grupo TST+BR em relacdo aos grupos TST+AR e TB (TLR4:
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p=0,01 e p<0,0001; CD16: p=0,009 e p=0,0001), respectivamente. Ja o
marcador TLR9, constatamos diferenca estatisticamente significante apenas
entre os grupos TST+AR e TB (p=0,006). Essa andlise separada nos permitiu
observar certa semelhanca entre os grupos TST- e TST+BR e também entre os
grupos TST+AR e TB. O que nos leva a supor que os individuos TST+AR
possam ser nossos casos de LTBI. Com base nisso, passaremos a utilizar em
nosso estudo apenas individuos TST- (< 10 mm) e TST+ (=15 mm) para a

investigacdo da LTBI.
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Figura 8: Correlacdo de Pearson (r): correlacdo entre células monociticas CD14+HLA-DR+
expressando os marcadores TLR2, TLR4, TLR9 e CD16 e os resultados do teste tuberculinico
(induracdo em mm). A-D) TST+ alta resposta (AR) foram pessoas com induracéo igual ou superior
a 15 mm. E) TST+ baixa resposta (BR) foram individuos com resultados de induragéo entre 10 e
15 mm. Os valores de r presentes no grafico apresentam significancia estatistica (p<0,05).
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Figura 9: Andlise de marcadores de ativacdo/coestimulacdo (CD16", TLR2*, TLR4* e TLR9" -
conjugados com PE) em Mondcitos/macréfagos CD14*FITC HLA-DR*PEPCYy5. Identificagdo em
sangue periférico de individuos com tuberculose pulmonar — TB (n=24), TST- (n=5), TST+ BR
(n=6) e TST+ AR (n=9). As barras de erros-padréo de cada grupo estdo indicadas nos gréficos.
Os asteriscos representam valores de p significantes (*p<0,05 e **p<0,0001).

5.2 Anélise dos casos de infec¢cdo TB Latente

5.2.1. Caracterizacédo dos individuos do estudo

De acordo com os resultados do primeiro momento desse estudo, e por

acreditarmos que os individuos TST+AR, pelo perfil apresentado, poderiam estar

com LTBI, e com isso albergando o bacilo de Koch, o que contribuiria para tal
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situacdo? Entre tantas possibilidades, neste segundo momento do estudo
avaliamos o fenétipo de células T reguladoras e mondcitos em cultura de sangue
total, bem como a atividade microbicida e a producédo de citocinas nessas
culturas, em resposta a estimulagdo ou bloqueio de receptores Toll que estéao
mais associados com a TB (TLR2, TLR4 e TLR9). Para tanto, os individuos que
respondem ao PPD, com TST acima de 15 mm, fazem parte do grupo TST
positivo, os quais julgamos apresentar a infeccdo latente, e os individuos que
nao respondem, ou respondem de forma muito branda ao PPD, com valores de

TST/PPD < 10 mm, formam o grupo TST negativo.

5.2.2. Atividade Microbicida dos individuos TST- e TST+ em culturas
de Sangue Total.

Com o objetivo de avaliar a atividade microbicida nos grupos estudados, este
ensaio foi conduzido em cultura de sangue total, no qual o desafio foi realizado
com a cepa H37Rv de Mtb por um periodo de 72 horas. Individuos TST- durante
a infeccéo in vitro com a cepa virulenta de Mtb, apresentaram maior atividade

microbicida (p=0,008) que os participantes do grupo TST+ (Fig10).
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8100 ' ' [ TST negativo

Hl TST positivo
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Figura 10: Atividade microbicida em individuos TST- e TST+. Desafio in vitro com a cepa de Mtb
H37Rv por 72h de incubac¢do. Quanto menor o quantitativo de unidades formadoras de colénias
maior a atividade microbicida. As barras de erros-padrdo de cada grupo estéo indicadas nos
gréaficos *P<0,05 foi considerado significante.
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5.2.3 Frequénciade monocitos do sangue periférico: ex vivo ein vitro

Para avaliar a frequéncia de mondcitos/macrofagos de individuos que
respondem ou ndo ao teste tuberculinico apés infeccdo com Mtb, resolvemos
repetir a imunofenotipagem em sangue total fresco nesses novos grupos (TST-
n=3, TST+ n=3), bem como nas células provenientes da cultura infectada
(Fig1l1).

[>]

301

w
(=]
1
*

[ TST negativo
M TST positivo

20+

N
[=]
1

104

=T

TLR2 TLR4 TLR9 CD16

-
[=]
1

(=]
L

TLR2 TLR4 TLR9 CD16 TLR2 TLR4 TLRS CD16

controle Mtb

Frequéncia de mondcitos (CD14+HLA-DR+) m

Frequéncia de monécitos (CD14+HLA-DR+)

Figura 11: Analise da expressdo dos marcadores TLR2, TLR4, TLR9 e CD16 em mondcitos/ macrofagos
de individuos TST- e TST+. A) Fenotipagem em sangue periférico fresco; B) Fenotipagem em células da
cultura de sangue total, infectada in vitro com a cepa de Mtb H37Rv. As barras de erros-padréo de cada
grupo estdo indicadas nos gréficos. *Valores de p<0,05 foram considerados significantes.

N&o houve diferenca nos resultados obtidos no procedimento em sangue fresco
(Figura 11A). Nas culturas (Figura 11B), também ndo observamos diferenca
entre 0os grupos do estudo. Porém, no grupo TST+ houve um aumento de
expressdo dos marcadores durante a infeccdo pelo Mtb (TLR2: p=0,04; TLR4:
p=0,009; TLR9: p=0,004 e CD16: p=0,01), enquanto que no grupo TST- nada foi
constatado. Como feito para sangue fresco na primeira etapa do projeto,
realizamos a andlise de correlacdo entre os marcadores TLR2, TLR4, TLR9 e
CD16 e os resultados de PPD/TST s6 que desta vez, para as células

provenientes da cultura infectada (Fig12).

55



Apenas a correlacdo entre TST e marcadores nas células infectadas no grupo
TST+ (Fig 12D) foram observadas. Os marcadores TLR9 (r=0,998 e p=0,03) e
CD16 (r=0,997 e p=0,04) apresentaram correlagéo positiva com o resultado do

teste tuberculinico.
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Figura 12: Correlagdo de Pearson (r): correlacdo entre células monociticas CD14+HLA-DR+ (%)
expressando os marcadores TLR2, TLR4, TLR9 e CD16 e os resultados do teste tuberculinico (induracéo
em mm) em cultura de sangue total infectada ou ndo com Mth. A) Cultura sangue total ndo infectada do
grupo TST-; B) Cultura sangue total ndo infectada do grupo TST+; C) Cultura sangue total infectada do
grupo TST-; D) Cultura sangue total infectada do grupo TST+. TST- (n=3) e TST+ (n=3). TST- (induragéo
<5 mm) e TST+ (induragdo = 15 mm). Os valores de r presentes no grafico apresentam significancia
estatistica (p<0,05).
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5.2.3 Atividade Microbicida em culturas de Sangue Total apoés
modulacédo dos TLRs.

Realizamos o0 ensaio de atividade microbicida no sangue total para verificar a
existéncia de uma possivel modulagcéo por receptores TLR2, TLR4 e TLR9 no
mecanismo de defesa do hospedeiro contra o Mtb. Para tanto, as culturas de
sangue total de individuos TST- (n=9) e TST+ (n=10) receberem a modulacao
com agonistas ou antagonista de TLRs, seguida por infeccdo com a cepa H37Rv

por 72 horas.
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Figura 13: Analise da atividade microbicida nas culturas de sangue total infectadas com Mtb,
na presenca de agonistas de TLR2, TLR4, TLR9 ou antagonista de TLR9. Andlise
intragrupos: A) Unidade Formadora de Colénia (UFC) da cepa Mtb H37Rv no grupo TST-
(n=9); B) UFC da cepa H37Rv no grupo TST+ (n=10). C) Unidades Formadoras de Colbénia
na analise intergrupos. As barras de erros-padrdo de cada grupo estdo indicadas nos
gréaficos. * Os valores de p<0,05 foram significantes.

Unidade Formadora de Colénia (UFC)
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Individuos TST- durante a infeccdo in vitro com a cepa virulenta de Mtb ndo
apresentaram qualquer alteracéo significativa frente a tais modulacdes (Fig13A).
J& nos participantes do grupo TST+ notamos reducao significativa na atividade
microbicida quando comparamos as condi¢des de infec¢do, com e sem agonista
de TLR2 (p=0,04; Figl3B). Ao analisarmos a atividade microbicida entre os
grupos estudados (Fig13C), vimos que o grupo TST+ mostra menor capacidade
em conter o bacilo durante a infeccdo com a cepa virulenta H37Rv. Esta
diferencga torna-se mais evidente entre as condi¢des de infec¢do com modulacéo
por agonista de TLR2 (p=0,04).

5.2.4 Frequéncia de células T reguladoras na cultura de sangue total
ap0s modulacdo de TLR2, TLR4 e TLR9 e infeccdo com M.
tuberculosis H37Rv

Com o intuito de avaliar a frequéncia de células T reguladoras in vitro durante
infeccdo pelo Mtb, e o papel modulador dos receptores TLR2, TLR4 e TLR9
nessa populacdo celular, realizamos a analise fenotipica de Treg, através da
citometria de fluxo, de amostras de cultura de sangue total dos grupos TST- (n=9)
e TST+ (n=10) 72 horas ap0s exposi¢cdo a cepa H37Rv.

Ao analisarmos os grupos separadamente, observamos variacao na frequéncia
de células Tregs no grupo TST+. No grupo TST- nenhuma diferenca foi
constatada (Figura 14A). Mesmo com poucos individuos fomos capazes de
encontrar reducao estatisticamente significante na frequéncia de Tregs no grupo
TST+ durante a infeccdo com Mtb, com relacéo a presenca ou nao da cloroquina
(controle versus Mtb p=0,04; Mtb versus antTLR9 p=0,01), antagonista de TLR9
(figura 14B).

Quando avaliamos a frequéncia de Tregs entre os grupos do estudo, o grupo
TST+ apresentou maior frequéncia dessas células na presenca ou auséncia de
infeccdo pelo Mtb, exceto quando sobre efeito da cloroquina, cuja condi¢ao
existe similaridade entre os grupos (Figura 14C). Essa maior frequéncia foi
estatisticamente significante entre as culturas em que havia somente bactérias
(p=0,008), ou nas que além da suspensao bacteriana colocamos 0s agonistas,
TLR2 (p=0,02), TLR4 (p=0,03) e TLR9 (p=0,04).
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Figura 14: Andlise fenotipica da frequéncia de células Treg CD4*CD25*FoxP3*CD127 (%) nas culturas de
sangue total infectadas com Mtb, na presenca de agonistas de TLR2, TLR4, TLR9 ou antagonista de TLR9.
Andlise intragrupos: A) Grupo TST- (n=9); B) Grupo TST+ (n=10). C) Andlise intergrupos. As barras de
erros-padrdo de cada grupo estéo indicadas nos graficos. * Os valores de p<0,05 foram significantes.

5.2.5 Dosagem de citocinas no sobrenadante de cultura infectadas
com Mtb apés modulacdo com TLRs

Para conseguirmos mais respostas acerca da influéncia de moduladores de
TLR2, TLR4 e TLR9 sobre a atuagéo de células Tregs e mondcitos/macréfagos
na infeccéo pelo Mtb, decidimos dosar, no sobrenadante das culturas realizadas,
as citocinas 1L10, IL17, TGF- e IFN-y.
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Considerando cada citocina separadamente, iniciaremos com TGF-f3 (Fig 15A).
Na analise intragrupos, ndo obtivemos diferenca significante em nenhum dos
grupos. Ja na andlise intergrupos, observamos resultado significativo para o
agonista de TLR2 entre os grupos (p=0,03), na qual o grupo TST- apresentou
maior dosagem. O TST- apresentou maior dosagem de TGF-B em relacdo ao
TST+ em todas as condi¢cdes presentes na cultura. Ja na avaliacdo da citocina
IL10, somente na analise intergrupos foi obtido resultado expressivo (Fig15B).
Na estimulacdo com antagonista de TLR9 a quantificacéo de IL10 foi maior no
grupo TST+ (p=0,03) do que no TST- e essa dosagem aumentada também se
reflete nas demais condic¢des de cultura (controle, Mtb e estimulos com agonistas

associados a infeccao).

Para a citocina IL17, resultados significativos tanto na analise intragrupo como
intergrupos foram obtidos (Figl5C). No grupo TST+ encontramos diferencas
entre a infeccdo e os estimulos com agonista e antagonista de TLR9 (p=0,03 e
p=0,02, respectivamente), nas quais os estimulos e a infeccdo conjuntamente,
promoveram maior quantidade de IL17 que apenas a infeccdo por Mth. Ja na
avaliacao intergrupos, a presenca da citocina foi maior no grupo TST+ tanto no
controle da cultura (p=0,03) guanto nos estimulos com TLR4 (p=0,01), TLR9
(p=0,01) e cloroquina (p=0,01).

A citocina IFN-y também foi avaliada (Fig 15D). Na observacédo intragrupo,
apenas o grupo TST- apresentou resultados significantes. Nesse, a estimulagéo
com TLR2 (p=0,03) e TLR4 (p=0,03) promoveu maior dosagem que a condicao
controle, enquanto que o estimulo com cloroquina induziu menor dosagem de
IFN-y que TLR2 (p=0,02), TLR4 (p=0,005) e Mtb sozinho (p=0,01). Na analise
intergrupos, apesar da maior quantificacdo de IFN-y no grupo TST+, apenas na
condicdo de estimulo com antagonista de TLR9 encontramos significancia

estatistica (p=0,009) entre os grupos TST+ e TST-.
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Figura 15: Dosagem de citocinas TGF, IL10, IL17 e IFNy (pg/ml) nas culturas de sangue
total infectadas com Mtb, na presenca ou auséncia de agonistas de TLR2, TLR4, TLR9 e
antagonista de TLR9. Andlises intra e intergrupos — grupo TST- (n=9) e grupo TST+ (n=10).
Anadlise de A) TGFB; B) IL10; C) IL17 e D) IFNy. As barras de erros-padréo de cada grupo
estdo indicadas nos graficos. * Os valores de p<0,05 foram significantes.
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6 DISCUSSAO

Ao compararmos individuos TST-, TST+ e pacientes com TB, observamos que
a frequéncia de mondcitos inflamatorios (CD14* HLA-DR*) co-expressando 0s
receptores CD16, TLR2, TLR4 ou TLR9 (constitutivamente) foi significativamente
maior nos grupos TST+ e TB quando comparados ao grupo TST-. Ao
analisarmos a correlacao entre frequéncia desses mondcitos e o resultado do
TST/PPD, observamos a existéncia de dois subgrupos dentro do grupo TST+, o
que nos levou a subdividir o grupo TST+ com base nos valores de TST/PPD em:
alta resposta (TST+AR) e baixa resposta (TST+BR). Ao reanalisarmos as
frequéncias de mondcitos nos grupos TST-, TST+BR (TST/PPD entre 10 e 15
mm), TST+AR(TST/PPD =215 mm) e pacientes com TB, observamos que
individuos TST- e TST+BR se assemelhavam, no que se refere a frequéncia de
mondcitos (CD14*HLA-DR™) expressando CD16, TLR2, TLR4 e TLR9. A mesma
similaridade foi observada entre individuos TST+AR e paciente com TB,
sugerindo que individuos TST+AR pudessem ser de fato individuos LTBI. Desta
forma, os individuos TST+BR ndo serdo considerados no estudo, sendo
comparados os grupos TST+ (TST+AR/LTBI) e TST- (controle saudavel), daqui

para frente.

Andlise de mondcitos presentes no sangue periférico de individuos TST+ e TST-
mostra que mondcitos inflamatérios (CD14*CD16*HLA-DR*)  foram
significativamente maior no primeiro grupo, provavelmente por serem estes
individuos ja sensibilizados contra antigenos micobacterianos. Os mondcitos
CD16+ sao considerados proinflamatorios por serem mais eficientes do que os
mondocitos CD16- na producdo de TNF-a, IL6 e IL10 em resposta a moléculas
associadas a padrdes microbianos (BELGE et al., 2002; ZHU et al., 2016;
ZIEGLER-HEITBROCK, 2007). Os resultados acumulados nas ultimas décadas
sugerem que a subpopulacdo de mondcitos CD16+ se expande em muitos tipos
diferentes de doencas, principalmente nas de carater infeccioso ou inflamatoério
(CASTANO; GARCIA; ROJAS, 2011; ZHU et al., 2016). Pacientes com TB
pulmonar apresentam uma frequéncia de mondcitos circulantes CD14HCD16* e

CD14°CD16" significativamente maior do que pessoas sem a doenca ativa
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(TST- e TST+)(DIRIX et al.,, 2018; SAKHNO et al., 2015). Paralelamente, foi
demonstrado que monécitos CD16* infectados com M. tuberculosis produzem
mais TNF-a e menos IL10 quando comparados a células CD16™ (CASTANO;
GARCIA; ROJAS, 2011). Apesar de nossos resultados sugerirem que individuos
com TST 215mm (LTBI) apresentem uma maior similaridade com pacientes TB
do que com pessoas TST-, dados de alguns grupos de pesquisa (DIRIX et al.,
2018) sao contrarios aos nossos achados. Apesar de Castafo e colaboradores
(2011), relatarem uma semelhanca entre pessoas TST- e TST+ e uma
discordancia destes com casos de TB, o ponto de corte de TST utilizado por
estes autores foi de TST 210mm, para individuos que respondem positivamente
ao PPD, enquanto o ponto de corte utilizado em nosso estudo para definir esse
grupo foi TST =15mm. Dirix e colaboradores (2018), também apresentam
resultados que discordam dos nossos, sO que estes, utilizam o mesmo ponto de
corte para TST que ndés. O que nos diferencia além dos resultados, é o fato de
todos os participantes de nossa pesquisa serem vacinados, e possivelmente, a
gravidade da doenca entre os pacientes nos dois estudos, também ndo se
assemelham. Por outro lado, outros autores n&do encontraram diferencas na
frequéncia de mondcitos CD14.°CD16* e CD14*°CD16*HLA** entre pacientes
com TB e individuos TST- (BARCELOS et al., 2006; CASTANO; GARCIA;
ROJAS, 2011). Existem relatos na literatura de individuos TST+ apresentando
niveis de mondcitos CD14"'CD16" significativamente maior quando comparados
com pacientes com TB e controles TST- (BARCELOS et al., 2008; CASTANO;
GARCIA; ROJAS, 2011). Tendo inclusive, esses autores sugeridos que 0s
mondcitos CD16+ participam de mecanismos imunes protetores inatos contra M.

tuberculosis em individuos TST+.

Quanto a expressdo de TLRs em mondcitos CD14*HLA-DR*, sabemos que a
sinalizacdo de TLR tem envolvimento importante na regulacdo da resisténcia do
hospedeiro ao Mtb (BAFICA et al., 2005; QUESNIAUX et al., 2004), sendo TLR2,
TLR4, TLR9, os receptores ja associados ao reconhecimento de Mtb (HOSSAIN;
NORAZMI, 2013; KAY; SCOTLAND; WHITEFORD, 2014; MORTAZ et al., 2015).
Aumento significativo na expressao de TLR2, TLR4 e TLR9 em mondcitos foi
observado tanto em pacientes com TB ativa quanto nos individuos TST+ alta

resposta (=15mm), quando comparados aos grupos TST- (PPD >10mm) e TST+
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baixa resposta (TST entre 10 e 15 mm). Infeccdo ativa ou latente, poderia
relacionar a maior expresséo de TLR2, TLR4 e TLR9 nos grupos supracitados.
Esses resultados confirmam dados de outros estudos, mas também discordam
de outros existentes (HOSSAIN; NORAZMI, 2013; KAY; SCOTLAND;
WHITEFORD, 2014; MORTAZ et al., 2015), uma vez que devido a existéncia de
polimorfismos em TLRs (WU et al., 2018), principalmente, em seres humanos,

muitas questdes ainda nao foram elucidadas.

Mondécitos de sangue periférico humano e macrofagos do tecido pulmonar ou
intestinal expressam TLR1, TLR2, TLR3, TLR4 e TLR5 (ZAREMBER;
GODOWSKI, 2002). TLR1, TLR2 e TLR4 sdo normalmente expressos por
linfécitos, células mieldides e pneumacitos tipo Il de granulomas de pacientes
com TB, enquanto a expressdo de TLR9 é restrita a macrofagos e linfocitos
(FENHALLS et al., 2003). Estes autores demonstraram que TLR3 e TLR5 sé&o
expressos exclusivamente em macrofagos alveolares e que a expressao de
TLR2 e IL4 estava inversamente correlacionada. O que sugere que os padrdes
de expressdo de TLR podem afetar o perfil da resposta imune local do
hospedeiro e da imunidade celular (FENHALLS et al., 2003). Em individuos
saudaveis, macréfagos alveolares, quando comparados a mondcitos do sangue
periférico, apresentam uma diminuicdo na expressdo de TLR2, e um aumento
significativo da expresséo de TLR9. Ja a expressao de TLR4 na superficie celular
de macréfagos alveolares e de mondcitos do sangue € baixa e semelhante entre
os dois tipos celulares. Esses achados sugerem que a capacidade das células
imunes de reconhecer patdgenos infecciosos ou particulas nocivas pode ser

compartimento-especifico (JUAREZ et al., 2010).

As mudancas na expresséo de TLR e/ou no seu estado de ativagdo podem ser
utilizadas como marcadores do estado imunologico de pacientes com
tuberculose pulmonar ativa e de seus contatos (MORTAZ et al., 2015). A
distribuicdo de TLR em granulomas de TB indica que TLR1, TLR2 e TLR4 sdo
expressos em ceélulas imunes e células ndo imunes; no entanto, TLR9 s6 é
detectavel nas células imunes (ROOK; DHEDA; ZUMLA, 2005). Nos seres
humanos, a expressdo de TLR9 é principalmente restrita a células B e células
dendriticas plasmacitdides, enquanto que nos camundongos a expressao
também inclui mondcitos, macréfagos e todas as subpopulacdes de células
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dendriticas. Durante a ativacdo de células humanas, TLR9 também pode ser
encontrado em mondacitos, neutrofilos e células T CD4 (EHRLICH et al., 2017;
HOLTICK; SCHEULEN; BERGWELT-BAILDON, 2011; VOLLMER; KRIEG,
2009) Um estudo com células T humanas mostrou que TLR9 pode ser detectado
em células T reguladoras secretoras de IL10 induzidas na presenca de 1-a-25-
diidroxivitamina D3 (URRY et al., 2009). Como mencionado anteriormente, vimos
maior expressao de TLR9 em individuos TST+ quando comparado com o grupo
TST-. No entanto, estudos da expressao intracelular e extracelular de TLR9 tanto
constitutivo quanto apos estimulo com DNA bacteriano (CpG), mostram que a
expressdo de TLR9 € similar e pouco expressiva em macrofagos alveolares e
monacitos de pessoas saudaveis (TST positivas e negativas) (JUAREZ et al.,
2010), porém encontramos maior expressao desse marcador nos individuos que

foram infectados pelo Mtb, independente do desenvolvimento da doencga.

Nos seres humanos, a associacdo do polimorfismo de TLRs com
susceptibilidade a TB ainda nao foi totalmente esclarecida (MORTAZ et al.,
2015). Estudos com humanos mostram que polimorfismos de TLR2 e TLR4
estdo associados a uma susceptibilidade aumentada a infecgdes microbianas,
possivelmente por alterar a resposta Th1l/Th2 (KANG; LEE; CHAE, 2002,
MORTAZ et al., 2015; SCHWARTZ et al., 2000) Com relacéo a associagao entre
os diferentes polimorfismos no gene TLR2 humano e 0 aumento da
susceptibilidade a TB os dados sdo ainda contraditérios (BISWAS et al., 2009;
THUONG et al., 2007; VELEZ et al., 2010; WU et al., 2018; XUE et al., 2010;
ZHANG et al., 2013)

Os polimorfismos genéticos em TLR4 ja foram correlacionados a uma maior
susceptibilidade e gravidade na TB pulmonar em uma populagéo asiatica na
india (NAJMI et al., 2010), mas ndo em pacientes indianos ou chineses com TB
na Gambia (KHOR et al., 2007; WU et al., 2018; XUE et al., 2010). Essa
discrepancia pode ser devido a dinamica da interacdo patdégeno-hospedeiro

entre fenotipos genéticos e patogénicos (KHOR et al., 2007).

Até o presente momento, o envolvimento de TLR2, TLR4 e TLR9 na infec¢éo por
Mtb ainda nao foi totalmente elucidado. Por isso, buscamos avaliar a expressao

desses receptores em mondcitos do sangue periférico e, posteriormente, sua
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modulacdo na cultura de sangue total infectada com Mtb na presenca de
agonistas de TLR2, TLR4 e TLR9 ou de antagonista TLR9. A expressédo de
TLR2, TLR4 e TLR9 nos mondcitos (CD14*HLA-DR*) do sangue periférico de
individuos TST+ e TST- de nossa pesquisa, mostrou-se diferente entre os grupos
na primeira etapa, o que nao se repetiu na segunda etapa, possivelmente, pelo
n extremamente reduzido nesse Ultimo momento. Essa auséncia de diferenca
entre os grupos também foi observada na cultura com e sem Mtb, havendo
apenas um aumento significativo da expressao no grupo TST+ em relacdo ao

antes e depois da infecgéao, o que n&o corrobora com estudos anteriores.

Segundo Juarez e colaboradores (2010), a expressédo de TLR2 na analise por
citometria de fluxo, apds estimulagcdo com Pam3Cys (agonista de TLR2), diminui
em mondcitos e em macrofagos alveolares permanece inalterada, enquanto que
TLR4 mostra aumento de expressdo em resposta a LPS em mondécitos do
sangue e macrofagos alveolares. Tomados em conjunto, esses resultados
indicam uma regulacao diferencial da expresséao de TLR2 e TLR4 mediada por
ligante e tipo celular especifico (JUAREZ et al., 2010). No entanto, alguns
autores mostraram que sob condiges como trauma ou um estimulo direto por
ligante, ha uma reducéo da expressao de TLR9 em mondcitos (HEFTRIG et al.,
2017; JUAREZ et al., 2010)

Neste mesmo experimento, quando observamos a atividade microbicida nesses
grupos, constatamos uma menor atividade microbicida no grupo TST+ na
presenca ou auséncia dos agonistas de TLR2, TLR4 e TLR9. Porém, na
presenca do antagonista de TLR9, a cloroquina, verificamos um aumento da
capacidade microbicida no grupo TST+, a niveis semelhante a encontrada no
TST-. Essa menor atividade microbicida do grupo TST+, pode ser explicada pela
maior frequéncia de mondcitos CD16+, que seria intensificada pela infecgdo com
Mtb, independente da presenca de estimulo dos agonistas. A presenca de TLR9
em mondcitos humanos ocorre quando estas células estdo ativadas (EHRLICH
et al., 2017). A presenca de mondcitos imaturos, com pouca capacidade
fagocitica e que poderiam ainda estar entrando em apoptose, justificariam a

menor capacidade microbicida observada e a falta de acdo pelos agonistas.
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Além disso, o grupo TST+ apresentou resultados semelhantes a pacientes com
TB. Esses pacientes tém uma frequéncia aumentada de mondocitos
CD14"CD16* e CD14'°CD16* circulantes em comparagdo com controles
saudaveis (SANCHEZ et al., 2006), sendo que estes mondcitos CD16+
apresentam diminuicdo da expressdo de marcadores relacionados a maturacao,
diferenciacéo e funcéo de fagocitos mononucleares como CD11b, CD36, CD64,
CD68 CD80, CD86, CCR2 e NSE (ARCILA et al., 2007; CASTANO; GARCIA;
ROJAS, 2011; SANCHEZ et al., 2006). Células CD16+ em pacientes com TB
néo se diferenciam em macréfagos, produzem niveis mais altos de TNF-a, mais
baixos de IL10 e sofrem um aumento de morte celular em resposta a infeccao
por M. tuberculosis. Esses resultados sustentam que os mondcitos CD16+ estao
em estagio de menor maturacgdo ou diferenciacdo (maturagao/diferenciacéo) ou,
alternativamente, que esses mondcitos possam ser na verdade precursores de
células dendriticas ao invés de macrofagos (CASTANO; GARCIA; ROJAS,
2011).

E provavel que o receptor TLR9 atue em células dendriticas derivadas de células
monociticas (CASTANO; GARCIA; ROJAS, 2011), e que sob a influéncia desse
receptor, células dendriticas, especialmente as plasmacitdides (pDC) (DURAND;
SEGURA, 2015), participem da resposta imune na infeccdo por Mtb e da
modulacdo com agonista e antagonista de TLR9. As DCs humanas consistem
em dois subconjuntos, mDCs e pDCs (DURAND; SEGURA, 2015; LANDE;
GILLIET, 2010). As mDCs, estimuladas por TLR2-6 e TLRS8, induzem as células
efetoras Thl, enquanto que as pDCs, cuja maturagcédo ocorre por TLR7 e TLR9
estdo associadas a inducdo e manutencdo de condicBes imunossupressoras
pela secrecdo de Indolamina 2,3-dioxigenase, IL3, expressdo de ICOS-L,
CDA40L, em associacao a Treg (JANKE et al., 2006; OGATA et al., 2012). Embora
as pDCs secretem grandes quantidades de IFN do tipo 1, induzam e melhorem
a resposta antitumoral de células T CD8+ e células NK , e desempenhem papéis
importantes na imunidade antiviral (DURAND; SEGURA, 2015; LANDE;
GILLIET, 2010), elas possuem uma capacidade imunomoduladora mais fraca
como células apresentadoras de antigeno do que as DC convencionais. Sabe-

se também que as pDCs tém um importante papel imunossupressor na
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autoimunidade tanto em modelos experimentais quanto em seres humanos
(NAGASE et al., 2017; OGATA et al., 2012).

Essa hipétese € corroborada por nossos resultados com relacéo a frequéncia de
Tregs obtidas por nds nas culturas de sangue total infectadas com Mtb e
moduladas por agonistas e antagonista. Mostramos que o contato prévio com o
bacilo (especialmente na infeccdo latente) pode levar a um aumento da
frequéncia de Treg em individuos TST+, o qual também é favorecido pelo
estimulo com agonista de TLR9. No entanto, o uso da cloroquina (antagonista
de TLR9), fez com que a frequéncia dessas células fosse reduzida a niveis
semelhantes & do grupo TST-, sugerindo que o receptor TLR9 pode estar
participando indiretamente da acdo das células Tregs (elas normalmente nao
expressam esse receptor) (EHRLICH et al.,, 2017; HOLTICK; SCHEULEN;
BERGWELT-BAILDON, 2011; VOLLMER; KRIEG, 2009) e com isso, da
resposta imune ao Mtbh. Estes dados sdo condizentes com o observado para
atividade microbicida, visto que a presenca de células Tregs pode reduzir a

capacidade microbicida devido a sua agao imunossupressora.

Uma possivel forma de regulagédo de Treg por pDC, poderia ser explicada pelo
receptor coestimulador induzivel por TCR (ICOS), membro da superfamilia CD28
(NAGASE et al., 2017), conhecido por induzir a secrecdo de IL10 e TGF- em
células T (JANKE et al., 2006). Estudos da atividade imunossupressora de
células Tregs mostram que Treg ICOS+ exibem uma forte atividade
Imunossupressora in vitro em camundongos e humanos em combinacdo com
ICOS-L presente em pDCs (ITO et al., 2008; LANDE; GILLIET, 2010; NAGASE
et al., 2017). Ito e colaboradores mostraram que apds a maturacdo mediada por
agonistas de TLR9, pDCs, purificadas a partir de PBMCs com a expresséo
fortemente regulada de ICOS-L, induziam a diferenciacdo de células Tregs
ICOS+ a partir de células TCD4+ virgens (ITO et al., 2008).

No entanto, para Bafica e colaboradores (2005), o DNA de Mtb €, de fato, um
estimulo potente para a producéo de citocinas proinflamatdrias dependentes de
TLR9 por DCs e macréfagos. Estes autores demonstraram, utilizando modelos
experimentais murinos, que as respostas in vitro dessas células contra

micobactérias vivas sdo parcialmente dependentes de TLR9. Adicionalmente,
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mostraram que TLR9 desempenha um papel importante na regulacdo das
respostas Thl induzidas por micobactérias durante a infeccdo micobacteriana in
vivo. O que reforca a hipétese sobre a participacdo de TLR9 na resposta imune
a M. tuberculosis e sua colaboracdo na resisténcia do hospedeiro a infec¢éo

(BAFICA et al., 2005) em modelos experimentais murinos.

Esses efeitos antagbnicos do agonista de TLR9 podem ser dose-dependentes,
uma vez que a ligagdo de TLRs pode tanto ativar quanto reduzir a resposta
imune. Evidéncias experimentais mostram que o ligante de TLR9, CpG, quando
presente em concentragdes mais baixas inicia uma resposta mediada por Thl,
ao passo que a sinalizacdo de TLR9 em resposta a altas concentracfes de CpG
podem induzir uma resposta regulatéria (BABAN et al., 2009; CAMPBELL et al.,
2014; EHRLICH et al., 2017; WAIBLER et al., 2008; XIN et al., 2012). Resultados
semelhantes foram observados em diferentes estagios de doencas inflamatorias,
incluindo asma, doencas infecciosas e modelos de cancer (EHRLICH et al.,
2017; HOLTICK; SCHEULEN; BERGWELT-BAILDON, 2011; VOLLMER;
KRIEG, 2009). Assim, a ligacdo de CpG do bacilo de Koch aoTLR9 do
hospedeiro pode produzir efeitos diferentes na presenca de inflamagéo e durante
o estado estacionério da doenca (EHRLICH et al., 2017).

Com relacédo a frequéncia de Tregs em pacientes com LTBI e a influéncia de
receptores Toll nessas células os dados séo escassos (BABU et al., 2010).
Estudos mostraram que as células Tregs CD4* CD25"9"Foxp3* estdo elevadas
em TB ativa, em comparacdo com controles néo infectados (GUYOT-REVOL et
al.,, 2006; RIBEIRO-RODRIGUES et al., 2006) e individuos com LTBI
(HOUGARDY et al., 2007; MARIN et al., 2010). No entanto, niveis elevados de
Tregs circulantes foram encontrados anteriormente em pacientes com TB ativa
(GUYOT-REVOL et al., 2006; HOUGARDY et al., 2007; MARIN et al., 2010;
RIBEIRO-RODRIGUES et al., 2006); porém, Wergeland e colaboradores (2011)
demonstraram que Treg CD127- esta elevada no estagio latente de infeccéao.
Nossos resultados demonstram também uma maior frequéncia de Treg
(CD4*CD25"CD127'FoxP3*) no grupo TST+ (PPD = 15mm, LTBI), em relagéo
aos individuos TST-. Também observamos que o bloqueio do receptor TLR9,

ainda que nao exclusivamente, devido a acdo da cloroquina é capaz de reduzir
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essa frequéncia, e com isso, diminuir a acdo supressora sobre a resposta

protetora Thl.

Na tentativa de melhor compreender nossos resultados, finalizamos nossa
investigacdo com a determinagdo da concentracdo de citocinas (TGF-§, IL10,
IL17 e IFN-y) presentes no sobrenadante das culturas de sangue total infectadas
e estimuladas com TLRs. Observamos que o grupo TST- produziu
concentracbes de TGF-B superiores as observadas no grupo TST+ e que
estimulacdo com TLR2 favorece a producdo de TGF-f na analise intergrupos.
Porém, mesmo efeito ndo foi encontrado para as citocinas IL10 e IL17, que
tiveram maior dosagem no grupo TST+ em relagdo ao grupo TST-,
especialmente, pds-estimulacdo com o antagonista de TLR9. Ja para o IFN-y, a
presenca de TLR2 e TLR4 promoveu uma producao significativamente maior
dessa citocina no grupo TST- em relacdo ao controle. Uma similaridade entre os
grupos do estudo foi observada, exceto pés-estimulagdo com cloroquina, a qual

induziu uma maior producéo de IFN-y no grupo TST+.

Esses dados nos levam a sugerir que em individuos TST- a participacao de
células Tregs (TGF-B/IL10), Th17 (TGF-B/IL17) e Thl (IFN-y), sofreram pouca ou
nenhuma contribuicdo por parte da infecgcéo e/ou estimulagdo com os agonistas
dos TLRs estudados. J&a para o grupo TST+ (PPD =15 mm), observamos que
existe certa influéncia da infeccdo e do estimulo dos agonistas nos tipos de
respostas presentes nesse grupo. Apesar da dosagem da citocina Th1 ser similar
ao do grupo TST-, individuos TST+ apresentaram um aumento significativo na
frequéncia de células Tregs e de citocina IL17 (Th17). Porém, quando culturas
de células de sangue total de individuos TST+ foram estimulados com
antagonista de TLR9 ocorreu a manutencao da resposta Thl e um aumento
discreto de células Thl7; por outro lado, a frequéncia de células Tregs
apresentaram uma reducdao significativa, o que € condizente com nossos dados

de frequéncia dessas células.

IL10 parece ter um papel bastante importante na TB, seja ha doenca ativa ou na
infeccao TB latente. A producéo de IL10 pode ser feita por tipos celulares, como

por exemplo, macrofagos e células Tregs. Em humanos, uma producéo elevada
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de IL10 por macréfagos em resposta desencadeada por TLR in vitro foi
associada a tendéncia de desenvolver TB progressiva primaria (AWOMOY!I et
al., 2002). De fato, uma reducédo das respostas de células T mediada por IL10
pode afetar a integridade do granuloma e predispor a cavitacdo pulmonar, o que
poderia facilitar a transmissdo das bactérias para novos hospedeiros (ETNA et
al., 2014a).

As células T reguladoras, cujo desenvolvimento depende do TGF-f e da
expressao do fator de transcricdo FoxP3, também sdo importantes na imunidade
contra a TB devido ao controle de inflamacdo excessiva. Na verdade, foi
demonstrado que Tregs sao mais frequentes em pacientes com TB ativa do que
em pacientes com infec¢do latente (MARIN et al., 2010) ou em individuos
saudaveis que respondem a tuberculina (GARG et al., 2008). Durante a infeccao
de TB, a expanséao das células Thl7 e Tregs, bem como a conversao de Treg
em produtores de IL17, dependem da expressao dos fatores de transcricdo
RORyt e FoxP3, cujos niveis relativos sdo controlados por TGF-B, IL23 e IL6
(AFZALI et al., 2010). Esses linfécitos T reguladores tém multiplos efeitos
inibitorios: supressao direta da atividade das células T CD4+ através da secrecao
de IL10 ou expressdo de TGF-B ligado a membrana; desativacdo de células
apresentadoras de antigenos, etc (SHAFIANI et al., 2010). Nossos resultados de
frequéncia de Treg e dosagem de IL10 s&o sugestivos de producdo dessa
citocina por células Tregs e a presenca dessas células pode estar contribuindo
diretamente para a reducdo da atividade microbicida de fagodcitos. Assim, a
presenca de Tregs nos orgdos infectados € importante para equilibrar as
respostas imunes protetoras e nocivas, limitando a intensidade da resposta das
células T as bactérias (ETNA et al., 2014a). No entanto, a ativacao excessiva de
Tregs pode exercer um papel negativo, uma vez que se acredita que essas
células possam mediar o estabelecimento da infeccéo persistente e a reativacéo
da TB latente (KAUFMANN, 2013).

Segundo Babu e colaboradores (2010), ndo ha diferenca na expressdo de
citocinas Thl entre os individuos TST+ e TST-, tanto pré quanto pos-estimulacéo
com antigenos-especificos. O mesmo foi observado por nés em relacdo a

producao de IFN-y. Embora a inducéo de producéo de IFN-y antigeno-especifica
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seja geralmente uma marca registrada da infeccdo por Mtb, foi previamente
demonstrado que nao foram observadas diferencas significativas na expressao
de IFN-y quando individuos saudaveis ou potencialmente expostos sé&o
separados com base na reatividade de TST (LIEBESCHUETZ et al., 2004;
SCRIBA et al., 2008). A auséncia de diferencas na resposta Thl entre os dois
grupos no estudo de Babu e colaboradores (2010), sugere que o0
desenvolvimento da infeccéo latente é independente da resposta Thl (BABU et
al., 2010).

Estes autores também examinaram a inducdo de resposta Th17 em individuos
TST + e TST-. A producéo de IL17, uma potente citocina inflamatoria induzida
pela infeccdo por Mtb ,é dependente da presenca de IL1B, IL6, TGF-B, IL21 e
IL23 (BABU et al., 2010). Em resposta a infeccéo pelo Mtb, IL17 é dependente
da presenca de IL23 (KHADER; COOPER, 2008; MCGEACHY; CUA, 2008), e a
diferenciacdo Th17 necessita da inducéo do fator de transcricdo RORyt (MANEL;
UNUTMAZ; LITTMAN, 2008). Embora as células Thl7 ndo sejam tao
importantes quanto as células Thl na protecdo contra a infec¢cao priméria de
Mtb, IL17 parece ser critica na inducdo de resposta de memoéria especifica ao
Mtb e mediacdo de protecdo contra infeccdes por desafio e na vacinacao
(DHEDA et al., 2008; KHADER et al., 2005; KHADER; COOPER, 2008). Além
disso, o eixo IL23-IL17 é considerado importante na resposta imune humana a
TB (DHEDA et al., 2008; SCRIBA et al., 2008). Nossos dados demonstrando que
individuos TST+ ndo sao influenciados pela IL17, discordando do observado por
Babu e colaboradores. Além do mais, estes autores acreditam que alteracées
significativas na produgéo de IL17 e IL23 por eles observadas, sugerem que a
falta de regulacgé&o positiva de Th17 € uma caracteristica principal da positividade
de TST. Além disso, que a expressao diminuida de RORyt indica que a falta de

inducéo de Th17 pode ser mediada no nivel da transcricdo (BABU et al., 2010).

Sabe-se que Tregs sao reguladores da resposta Thl7 em camundongos
(BETTELLI et al., 2006; ZHOU et al., 2008). De fato, a regulacéo reciproca de
Thl7 e Treg € uma caracteristica estabelecida da diferenciagéo de células T e é
regida pela presenca de citocinas especificas (BETTELLI et al., 2006; ZHOU et
al., 2008). TGF-B é um indutor conhecido de Treg, bem como de células Th17
(BETTELLI etal., 2006; MANEL; UNUTMAZ; LITTMAN, 2008; YANG et al., 2008;
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ZHOU et al., 2008). A presenca de citocinas acessoérias IL6 ou IL21, no entanto,
desvia o desenvolvimento de células Thl7 as custas da linhagem Treg
(BETTELLI et al., 2006; KORN et al., 2007; MANEL; UNUTMAZ; LITTMAN, 2008;
YANG et al., 2008; ZHOU et al., 2008). Esta regulacéo interdependente de Th17
e Treg € menos bem caracterizada em seres humanos, do que a associacéo da
regulacdo positiva Th17 e supressao de Treg que foi descrita em apenas alguns
disturbios autoimunes e inflamatorios humanos (CHENG et al., 2008; NISTALA
et al., 2008). Dados de um estudo com infeccédo latente (definida pela
positividade de TST) mostrou a existéncia de uma clara relacdo inversa entre
células Th1l7 e Tregs (que nés ndo conseguimos confirmar em nosso estudo) e
gue a deplecéo de células TCD4*CD25" inverte a inibicdo de células Th17 Mtb-
especificas em TST+, mas ndo em individuos TST- (BABU et al., 2010). NoOs por
outro lado, ndo depletamos Tregs, mas com o uso do antagonista para TLR9
conseguimos reduzir o niumero dessas células, o que favoreceu ainda mais a

producao de IL17.

Na ultima década, varios estudos demonstraram que a inducdo reciproca de
respostas celulares Thl e Thl7 desempenham um papel importante no
estabelecimento da imunidade protetora contra a TB (GRIFFITHS et al., 2011).
Em geral, a protecdo contra Mtb € dependente de uma resposta Thl robusta
através da secrecdo de IFN-y por células TCD4+ antigeno-especificas; no
entanto, estudos recentes enfatizam a importancia da resposta Thl7 na
imunidade protetora contra a infeccdo pelo Mtb (CHATTERJEE et al., 2011,
GOPAL et al., 2012; TORRADO; COOPER, 2010). Assim, a compreensao do
equilibrio entre as respostas Thl e Thl7 durante a infeccdo (KHADER,;
COOPER, 2008) e a identificacdo de novas proteinas que induzam
simultaneamente as respostas imunes Thl e Thl7 sao cruciais para o

desenvolvimento de vacinas eficazes (CHOI et al., 2015).

Embora a vacina BCG induza uma resposta Thl robusta, esta vacina nao induz
uma protecao eficaz contra um desafio com Mtb (CHOI et al., 2015; KHADER,;
COOPER, 2008; MAJLESSI et al., 2006). Além das células Th1, acredita-se que
as células Thl7 desempenhem um papel critico no estabelecimento de uma
resposta imune protetora ideal contra Mtb virulento (GOPAL et al., 2014). Os
linfécitos Thl produzem véarias citocinas, incluindo IFN-y, que promove a
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ativacdo de macroéfagos estimulando a maturagcédo do fagossoma e, os linfocitos
Th17, que estdo envolvidos na fase inicial da defesa do hospedeiro, produzem
citocinas essenciais para o recrutamento de neutréfilos e mondcitos para o local
da infeccdo (GRIFFITHS et al.,, 2011). A existéncia de respostas diferenciais
pelas células Thl e Thl7 podem estar relacionadas a taxa de replicacédo
bacteriana e a carga antigénica (LAGRANDERIE et al., 2010; LEE et al., 2008).
Assim, os antigenos de Mtb que induzem respostas de células Thl e Th1l7 sem
expansdo de células Tregs podem ser considerados candidatos vacinais
importantes (CHOI et al., 2015). Da mesma forma, estimulos que promovam o
desfecho podem ser uteis como adjuvantes no controle da doenca, evitando a

(re)ativacéo e/ou até mesmo servir como vacina.
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7 CONCLUSAO

Na avaliacdo da influéncia dos agonistas e antagonista dos receptores do tipo
Toll-ike (TLR2, TLR4 e TLR9), na frequéncia de células T reguladoras e
mondocitos, na atividade microbicida e dosagem de citocinas IL10, IL17, TGFB e
IFNy, em sangue periférico e em culturas de sangue total desafiadas com o
bacilo de Koch, em individuos com infeccéo latente pelo Mtb (TST+) em relacao
ao controle negativo (TST-), observamos uma maior frequéncia de
mondcitos/macréfagos (CD14*CD16*HLA-DR, CD14*TLR2*HLA-DR?,
CD14*TLR4*HLA-DR* e CD14*TLR9*HLA-DR"), no sangue periférico de
individuos LTBI/TST+. Neste grupo a correlacdo entre a frequéncia e a
enduracéo do teste tuberculinico foi positiva para todos os fenétipos testados, 0
gue nos possibilitou identificar e sugerir os individuos com TST= 15mm, como
sendo individuos com LTBI.

Na acdo de agonista de TLR2, TLR4 e TLR9 ou de antagonista de TLR9 na
frequéncia de células Tregs de culturas de sangue total desafiadas com Mtb, a
maior frequéncia dessas células no grupo TST+ foi reduzida apds o uso de
antagonista de TLR9 (cloroquina), que resultou na similaridade entre as
frequéncias dos grupos TST+ e TST-, apos esse estimulo. Similaridade também
encontrada para a frequéncia de mondcitos/macréfagos (CD14*CD16*HLA-DR*,
CD14*TLR2*HLA-DR*, CD14*TLR4"HLA-DR* e CD14*'TLR9*HLA-DR*), nas

mesmas culturas.

Quanto a influéncia da infeccéo por Mtb nas culturas, a atividade microbicida foi
menor no grupo TST+. Em culturas de sangue total desafiadas com Mtb e
moduladas com agonista de TLRs (2, 4 e 9) ou antagonista de TLR9, houve
reducdo da atividade no grupo TST+, durante estimulacdo com agonista de
TLR2, e nesses mesmos individuos, no estimulo com antagonista de TLR9
observou-se a restauracéo da atividade microbicida a nivel similar ao grupo TST-
. Quanto a dosagem de citocinas nas mesmas culturas, houve maior producao
de IL10, IL17 e IFNy no grupo TST+, especialmente, ap6s modulacdo com

cloroquina, em relacéo ao grupo TST-.
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Nossos dados indicam que individuos LTBI/TST+ (TST= 15mm) apresentam
maior frequéncia de mondcitos no sangue periférico, bem como uma frequéncia
significativamente maior de células Tregs e mondcitos e uma reducdo na
atividade microbicida em culturas de sangue total infectadas com Mth. A
producao de citocinas em sobrenadantes de culturas de sangue total, sugerem
um equilibrio na resposta imune em individuos LTBI, que pode ser mediado por
células Th17, Thl e Treg. O uso da cloroquina poderia favorecer a reposta pro-
inflamatéria pelo perfil de citocinas IL17, IL10 e IFNy apresentados, sendo
necessario novos experimentos com a utilizagcdo de anticorpo blogueador de
TLR9 e a dosagem de IL17F, para a confirmacdo. Em suma, LTBI difere do
controle TST- pela maior frequéncia de Tregs e mondcitos e pela menor atividade
microbicida, ao passo que o bloqueio de TLR9, pelo uso da cloroquina, resultou
na reducao da frequéncia de células Tregs, maior producéo de IL17, IFNy e IL10

e na melhora da atividade microbicida de LTBI em relacdo ao TST-.
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Quadro 1: Critérios para a positividade de TST, por grupo de riscos.

Reagado 2 5 mm de enduragéo

Pessoas infectadas pelo virus da

imunodeficiéncia humana (HIV)

Contatos recentes de pacientes

comTB

AlteracbGes fibrdticas no rx de

torax compativeis com TB prévia

Os doentes com transplantes de
doentes

(que
receberam o equivalente a 15 mg

6rgdos e outros

imunossuprimidos

/ diade prednisona durante 1 més

ou mais) *

Assintomaticos adultos e

adolescentes (> 10 anos)**

Criancas nao vacinadas com
BCG, criangas vacinadas ha mais
de

condigcdo imunossupressora**

dois anos ou qualquer

Reacgao 210 mm de enduragéo

Imigrantes recentes (Ultimos 5 anos) de

paises com alta prevaléncia

Usuarios de drogas injetaveis

Residentes e empregados dos seguintes

contextos de alto risco: prisfes,
instituicbes para idosos, hospitais e
outros estabelecimentos de saulde,

instalacbes residenciais para pacientes

com sindrome da imunodeficiéncia

adquirida (AIDS) e abrigos de sem-teto

Profissional de laboratério de

micobacteriologia

Pessoas com as seguintes condi¢cbes
clinicas que as colocam em alto risco:
silicose, diabetes mellitus, insuficiéncia
renal  crbnica, alguns distdrbios
hematologicos peso perda de = 10% do
ideal,

peso corporal gastrectomia e

bypass jejunoileal

Criangcas menores de 4 anos de idade,
criancas e adolescentes expostos a

adultos de alto risco

Criangas vacinadas com BCG ha menos

de dois anos**

Reagao 215 mm de enduragéo

Pessoas sem fatores de risco para
B

Conversao**

Contatos de TB bacilifera

Profissional de salude

Profissional de laboratério de

micobactéria

Trabalhador de sistema prisional

Trabalhador de sistema prisional

Trabalhadores de instituicBes de

longa permanéncia

* O risco de TB em doentes tratados com corticosteréides aumenta com uma dose mais elevada e uma duragcao mais prolongada.  Para

as pessoas que de outra forma estao em baixo risco e sdo testadas no inicio do emprego, uma reagdo 215 mm de enduragdo é

considerada positiva.

*(BRASIL, 2011). Adaptado de (AMERICAN THORACIC SOCIETY, 2000)(BRASIL, 2011)
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Quadro 2: Anticorpos monoclonais utilizados na imunofenotipagem de células T
reguladoras e mondcitos/macrofagos

Anticorpo Monoclonal Isotipo Clone Concentracio Expressio/Funcio
CD25 FITC Reage com CD25 a glicoproteina de 55 kDa, conhecda como receptor de interleucina-2
BD Pharmigen Mouse 1gG., MA251 de baixa afinidade (IL-2R). O CD25 é expresso em linfocitos (T e B) e mondcitos, e
[3 assoda-se com a cadeia de receptores p75 de alta afinidade para formar o complexo de
IL-2R.
FoxP3 PE A expressio de FoxP3, também conhedda como Scurfin, IPEX e JM2, foi assodada a
BD Pharmigen Mouse IgG, 259D/C7 células T reguladoras CD4 + e representa um marcador especifico para estas células.
CD4 PECYS O done RPA-T4 reage com CD4, uma glicoproteina transmembrana de cadeia Unica de 59
BD Pharmigen Mouse IgG;, kDa presente em populagdes de células T awuxiliares / indutores. Este anticorpo liga-se ao
X RPA-T4 dominio D1 CDR1 e CDR3) do antigeno CD4 e reage com aproximadamente
80% de timodtos e 45% de linfodtos do sangue periférico. CD4 também esta presente
CD14FITC Mouse igG1,k 6103 S0pg/mi Gicoproleina expressa em mondcitos, macrofagos interfoliculares e algumas célules
eBioscience dendriticas. Liga-se com aka afinidade a LPS e LBP em mondcitos.
CD16 (FeyRIN) PE MouselgG1 | eBIOCB16(CB16) 0,3pg/ml Recepiorde baixa afinidade para igG, igando-se na forma de imunocomplexo.
eBioscience Macrifagos, células NK e neutréfilos expressam este receplor.
Mouse igG1,k 38 50 pgiml Esth associadaa 2 integrina para formaro heterodimero CD11¢/CD18. Este complexoé
CD11cPE expressoem mondcios, granuldciios, macrifagos, células NK, células dendriticas e
eBioscience subgrupos de células T e B. CD11c/CD18 iga-se a CD54, IC3b e fibrinogénio, mostrando
um papel na adesSo de leucicios.
TLR2PE Mouse IgG2a x 21 50 pg/ml Recepiorde reconhecimento padrioque sinakza em resposta a ipoproleinas bacterianas.
ebioscionce Atuam na imunidade inata e na inflamag3o. £ expresso pormondcitos do sangue
perifénco.
TLR4PE Mouse IgG2a x HTA125 50 pgiml Como TLR2, TLR4 também responde a ipoproteinas bacterianas. Este receplor de
ebioscience reconhecmento padrio associa-se com a mokécula MD-2, e junio com CD14, reconhecem
LPS e sinalzam. Também é expresso pormondciios do sangue perférico.
TLRIPE MouselgG2ax | eB72-1665 0,2mg/ml Molécula intracelular, que medeia resposta a dinucleotideos CpG nlo-metiados do DNA
eBioscience bacteriano. E expresso porcélulas dendriticas plasmacitdides e inhagem de células
epielais humana.
HLA-DRPECyS Mouse igG2b, x N3 0,75 pg/mi Proteina transmembrana heterodiménica importanie na apresentaciode peptideos a
ebioscience infoctos TCD4'. E expressa na superficie de células aprosentadoras de antigenos
incluindo células B, mondcins, macrdfagos e DC.
CD123PE Mouse igG1,k 6H6 625pgml | CD123éa cadeia a do recepiorde IL-3. Esta cadeia iga-se com baixa afinidade a IL-3,
eBioscience mas quando associada & cadeia  (CD131), a ligagiio do receplor (cadeias a e p) a L3 é
de alta afinidade. CD123 é expresso por precursores mieldides, macrifagos, DC,
masiicios, basdfilos e megacandcios.
CD203PE Mouse igG2b, x DCN46 DC-SIGN ou CD209 é expressa por células dendriicas. Sua inleraglo com ICAM-3 elou
BD Pharmingen ICAM-2 promove a migracio destas células.
CD40PE Mouse lgG1,x 5C3 Molécula coestmulaiiria presente no sangue periférico e bonsilas B. Também esth
BO Pharmingen presente em algumas chlulas epiteliais, carcinomas e células dendriticas inféides.
CD86 (B70/87-2)PE Mouse lgG1,x 233 CDB86 é o igante secundario de CD28 e CTLA4, mostrando papel mportante na
BD Pharmingen (FUN-1) coestimulagio de infocios T na resposta imune priméria. £ expresso pormondcios e
células B atvadas.
Mouse igG1,x FITC Mouse igG1,x 50 pgiml Controle isotipico
isotype control
Biosci
Mouse igG2b PECyS Mouse igG2b, x 1.5pg/mi Controle sotipico
sotype control
Biosci
Mouse igG2a PE Mouse igG2a, x 125pgml | Controle sotipico
isotype control
eBiosc

Fluorescein isothiocyanate (FITC), Phycoerythrin (PE) e PE-Cy5 (antigo Cy-Chrome™) € um sistema
conjugado que combina R-phycoerythrin e um corante cianina (de 1.5 kDa; Cy5).
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“Talvez ndo tenha conseguido fazer o
melhor, mas lutei para que o melhor
fosse feito. Nao sou o que deveria ser,
mas Gracas a Deus, ndo sou o que era
antes”.

(Marthin Luther King)
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