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RESUMO

A tuberculose (TB), causada pelo Mycobacterium tuberculosis (Mtb), é considerada a
nona maior causa de morte no mundo. Transmitida via aerossois, apos inalacao, os bacilos
alojam-se nos cumes dos pulmdes sendo prontamente reconhecidos por macrofagos alveolares
e células dendriticas. Em inimeros casos o Mtb é capaz de evadir o sistema imune inato, sendo
iniciada a resposta adaptativa com geracao de células efetoras CD4" e CD8" responsaveis pela
formacdo do granuloma. Durante a TB, tem sido reportada a presenca de células reguladoras
(Tregs) dotadas de capacidade imunossupressora, capazes de alterar a dindmica imunoldgica.
Ademais, a geracdo de células de memdria durante a TB tem sido investigada, uma vez que
individuos ja tratados sdo suscetiveis a uma nova infeccdo. Nesse sentido, é crescente 0 nimero
de estudos que visam compreender o papel de células reguladoras no controle da infeccdo pelo
Mtb e suas implicacBes. Para tanto, este estudo propds avaliar a resposta in vitro de células
CD8" a cepa virulenta H37Rv em portadores da tuberculose pulmonar ativa, individuos

sensibilizados (TST+) ou ndo (TST-) ao teste tuberculinico.

Em resposta a infeccdo, foi observada maior frequéncia de TCD8" ativadas em
individuos nao sensibilizados, bem como menor proliferacdo de TCD8" em portadores da
doenca. Observamos aumento de TCD8* reguladoras em individuos sensibilizados e portadores
da doenca. Reportamos maior frequéncia de CD8" de memodria efetora em individuos TST-.
Portadores da tuberculose pulmonar apresentaram menor frequéncia de células TCD8" de
memodria central e maior frequéncia de TCD8" de memoria central com fenétipo regulador.
Individuos sensibilizados exibiram aumento na frequéncia de CD8" naive e subpopulagdes
FOXP3*. Os resultados aqui apresentados apontam a presenca das células TCD8* Treg em
individuos sensibilizados e doentes que contribuem com a reducédo da capacidade proliferativa

das células TCD8" efetoras e consequente déficit na geracdo de células de memodria.

Palavras-chave: Tuberculose, Mycobacterium tuberculosis, TCD8" reguladoras, células de

memoria.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB), caused by Mycobacterium tuberculosis (Mtb), is considered the
ninth leading cause of death in the world. Transmitted via aerosols, after inhalation, the bacilli
lodge in the summits of the lungs and are readily recognized by alveolar macrophages and
dendritic cells. In numerous cases, Mtb is able to evade the innate immune system, and the
adaptive response is initiated with the generation of CD4" and CD8" effector cells responsible
for the formation of granuloma. During TB, the presence of regulatory cells (Tregs) with
immunosuppressive capacity, capable of altering the immunological dynamics, has been
reported. In addition, the generation of memory cells during TB has been investigated, since
already treated individuals are susceptible to a new infection. In this sense, the number of
studies that aim to understand the role of regulatory cells in the control of Mtb infection and its
implications is growing. For this purpose, this study proposed to evaluate the in vitro response
of CD8" cells to the virulent H37Rv strain in patients with active pulmonary tuberculosis,
individuals sensitized (TST+) or not (TST-) to the tuberculin test.

In response to infection, a higher frequency of activated TCD8" was observed in non-
sensitized individuals, as well as less proliferation of TCD8" in patients with the disease. We
observed an increase in regulatory TCD8" in sensitized individuals with the disease. We
reported a higher frequency of TCD8" of effector memory in TST- individuals. Pulmonary
tuberculosis patients had a lower frequency of central memory TCD8* cells and a higher
frequency of central memory TCD8" cells with a regulatory phenotype. Sensitized individuals
exhibited an increase in the frequency of naive TCD8" and FOXP3* subpopulations. The results
presented here point to the presence of TCD8" Treg cells in sensitized and TBa individuals who
contribute to the reduction of the proliferative capacity of TCD8" effector cells and consequent

deficit in the generation of memory cells.

Keywords: Tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, TCD8* regulators, memory cells.
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INTRODUCAO

A tuberculose (TB) esteve sempre presente nos registos e relatos de episodios de doenca
da espécie humana, evidenciado por estudos de paleomicrobiologia. Sua presenca foi observada
em registos arqueoldgicos que datam do Egito antigo, da América pré-colombiana e da Europa
do periodo neolitico (Donoghue, 2016). Seu agente etioldgico, 0 Mycobacterium tuberculosis
(Mtb), foi descrito com capacidade de infectar diferentes hospedeiros (BANULS et al., 2015).

O aumento no numero de coinfecgcbes entre o HIV e TB, bem com a emergéncia de
cepas multidroga resistente (MDR) tem dificultado a prevencéo e o controle da doenca (Ai et
al., 2016). Transmitida atraves de aerossdis, 0 Mtb é reconhecido por macréfagos alveolares
(Ryan P. larson; Shahin Shafiani; Kevin B. Urdahl, 2013). Dotado de mecanismos de evaséo, a
micobactéria é capaz de sobreviver a primeira linha de defesa do sistema imunolégico,
promovendo a sobrevivéncia intracelular do bacilo (Ai et al., 2016). A falha na erradicacdo da
bactéria promove o recrutamento de células ao sitio da infeccdo com consequente
desenvolvimento de inflamagéo crénica e do granuloma (BRIGHENTI; ANDERSSON, 2012).

O desenvolvimento da imunidade adaptativa promove a expanséo de células dotadas de
capacidade imunossupressora, envolvidas na autoimunidade e autotolerancia (Tregs) (Bocian
et al., 2017). Em infeccdes crbnicas, como a TB, além de prevenir o dano tecidual decorrente
da inflamacdo, as Tregs tém demonstrado habilidade de suprimir a resposta celular a antigenos
do Mtb, estabilizando um nicho para infecc¢do crénica, uma vez que auxilia na persisténcia do
patdgeno e na erradicacdo microbiana (RYAN P. LARSON; SHAHIN SHAFIANI; KEVIN B.
URDAHL, 2013).

Linfécitos de memdria (Twm), por outro lado, compreendem um grupo heterogéneo de
células de vida longa (Appay et al., 2008; Tonaco et al., 2017), sendo a expansédo clonal e
proliferacdo de células T antigeno-especificas essencial na geragdo de memaria imunoldgica
(Ratajczak et al., 2018). Tm podem ser fenotipicamente subdivididas por meio de marcadores
de superficie coestimulatorios (CD27 e CD28) e ativacdo (CD45Ra e CD45Ro0) (Appay et al.,
2008; Tonaco et al., 2017). Subpopulacdes de memoria tém sido analisadas sobretudo em
estudos que buscam novas alternativas de imunizacéo, e tém sido alvo de estudos comparativos

no que diz respeito a resposta imunologica anti-Mtb entre individuos infectados, os quais



desenvolvem a forma pulmonar ativa, que foram tratados e curados, e dentre aqueles que
apresentam estado de laténcia (TONACO et al., 2017).

Nesse interim, a compreensdo da imunidade local e sua correlacdo com a protecdo do
parénquima dos pulmdes é essencial no desenvolvimento de estratégias vacinais (Perdomo et
al., 2016). Logo, este estudo propGe avaliar in vitro o papel de células CD8" reguladoras e
subpopulacdes de memoria em células mononucleares do sangue periférico (CMSP) —
infectadas pelo Mycobacterium tuberculosis — de individuos portadores da tuberculose

pulmonar ativa (TBa), saudaveis, reatores (TST+) ou nédo ao teste tuberculinico (TST-).



1 REVISAO DE LITERATURA
1.1 EPIDEMIOLOGIA

Apesar de campanhas ativas por parte da Organizacdo Mundial de Saude (OMS, do
inglés, WHO: World Health Organization) e da atividade de politicas de salde publica
governamental, a TB permanece como a nona causa de morte do mundo. No ano de 2016 foram
estimados cerca de 10,4 milhdes de novos casos de TB, 1,3 milhdo de mortes devido a infecgédo
por Mtb, e 374 mil oObitos registados em individuos coinfectados com HIV (WHO, 2018). O
Brasil permanece como um dos paises referenciados na lista dos 20 paises no mundo com maior
prevaléncia de casos de TB (WHO, 2018). De acordo com dados oficiais do governo brasileiro,
apesar da reducdo da incidéncia e de mortalidade por TB, foram registrados 69.569 casos novos
em 2017 e 4.426 Obitos por tuberculose em 2016 (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM
SAUDE, 2018). Estima-se que um quarto da populacio global, cerca de 1.7 bilh&o de individuos
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018), seja portadora da forma latente da infeccéao
(LTBI), caracterizada por um quadro clinico assintomatico e de carater ndo infecioso, porém
com risco de progressdo para TBa (HOUBEN; DODD, 2016; STEK et al., 2018).

1.2 AGENTE ETIOLOGICO

O bacilo causador da TB pertence ao género Mycobacterium que abrange agentes
patogénicos de relevancia para a espécie humana como Mycobacterium leprae, causador da
hanseniase, Mycobacterium africanum, capaz de infligir sintomas semelhantes a TB, ainda que
com menor grau de patogenicidade, e 0 Mycobacterium bovis, causador da TB bovina,
(Gengenbacher; Kaufmann, 2012). Composto de acucares e lipideos, o envelope celular lipidico
corresponde a cerca de 40% de seu peso seco (Brennan, 1995). O Mtb é classificado como um
bacilo alcool-acido resistente (BAAR), aerdbio estrito e parasita intracelular facultativo, que
cresce a temperatura de 37 °C, com disponibilidade de oxigénio e nutrientes, produzindo
colénias de aspecto seco e de cor amarelo-claro quando cultivadas em &gar
(GENGENBACHER; KAUFMANN, 2012; JACKSON, 2014; NUNES et al., 2008).



O envelope celular do Mtb (Figura 1) é composto por duas membranas, uma interna,
tipica de membranas bacterianas, ¢ uma espessa parede celular, denominada “core” constituida
por peptideoglicanos (PG) ligados covalentemente a heteropolissacarideos, como o
arabinogalactano (AG), e a formas esterificadas de &cidos micolicos, os quais conferem ao Mth
caracteristicas de resisténcia a agentes terapéuticos, e a capacidade de criar biofilmes
(BRENNAN, 1995; JACKSON, 2014).
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Figura 1: Representacdo esquematica do envelope celular do Mycobacterium tuberculosis. Adaptado de Vincent
et al., (2018).

O Mtb é propagado via aerossois, através da tosse, espirro ou fala (Bafiuls et al., 2015).
Os doentes que apresentam baciloscopia de escarro positiva (designados de doentes baciliferos)
constituem a maior fonte de contaminacdo e dispersdo da doenca, de forma proporcional a
frequéncia e intensidade dos episddios de tosse, espirros e a presenca de doenca cavitéria
(Churchyard et al., 2017). Ap6s a inalagdo, o bacilo atravessa mucinas e células epiteliais
ciliadas, até estabelecer-se nos pulmdes. No sitio da infec¢do, macréfagos alveolares exibem
resposta do tipo pro-inflamatoria, responsavel pela eliminacdo do Mtb (SIMMONS et al.,
2018).

O sucesso da infeccdo e o desenvolvimento da forma pulmonar da TB depende de
variados fatores, que culminam em quatro diferentes desfechos clinicos: a cura espontanea,
doenca priméria, caracterizado pelo estabelecimento da doenca ativa (TBa); a infecgéo latente
do Mtb (LTBI); e a doenca causada pela reativacdo endogena do bacilo apds anos de laténcia
(BANULS etal., 2015; GENGENBACHER; KAUFMANN, 2012).



Apesar de inimeras limitagcBes, o diagnostico microbiologico da TBa através da
microscopia de escarro tem sido amplamente empregado em paises de baixa e média renda.
Dotado de acuracia superior, o Xpert MTB/RIF, um ensaio molecular baseado na tecnologia de
GeneExpert, tem sido recomendado pela OMS como diagndstico de primeira linha em criangas
ou adultos suspeitos de TBa, assim como em individuos HIV positivos (Pai et al., 2016). O
tratamento padréo para TB baseia-se no uso de quatro antibioticos, sendo o Mtb definido como
multirresistente (MDR-TB) quando apresenta resisténcia a isoniazida e a rifampicina (Pai et
al., 2016). O desenvolvimento de novas terapias tem-se evidenciado lento e dificultoso, o que
reforga a prioridade da simplificagdo do regime de tratamento, visando o controle global da
doenga (SAMET, 2004).

Empregada como medida profilatica contra a TB, a BCG (Bacilo Calmette Guérin) foi
empregada pela primeira vez em 1921 e introduzida no Brasil em 1976, administrada via
intradérmica em dose Unica ap6s o nascimento (Ferreira et al., 2015). Desenvolvida pelos
bacteriologistas Albert Calmette e Camille Guérin a partir de uma cepa atenuada de
Mycobacterium bovis, a BCG é capaz de prevenir a tuberculose miliar e meningea, formas
extrapulmonares da tuberculose que acometem criancas, porém incapaz de conferir protecao

contra a forma mais comum da doenca, a tuberculose pulmonar (PERDOMO et al., 2016).

1.3 INFECCAO LATENTE PELO Mycobacterium tuberculosis (LTBI)

Durante a LTBI o Mtb é capaz de sobreviver sob estado de dorméncia, caracterizado
por baixos niveis de replicacdo e reducdao do metabolismo (Gengenbacher; Kaufmann, 2012).
Com o objetivo de aprimorar conhecimentos acerca de vias sinalizadoras para reativagéo do
bacilo, estudos do transcriptoma e proteoma tém contribuido na identificacdo de mecanismos
chave no estabelecimento da dorméncia e persisténcia do patdgeno. Pressupde-se que durante
a reativacdo da forma latente, o bacilo seja capaz de reassumir metabolismo e condi¢fes
normais de crescimento (LIPWORTH et al., 2016; VEATCH; KAUSHAL, 2018).

Usada no diagnostico de LTBI, a Prova Tuberculinica, ou Mantoux Tuberculin Skin Test
(TST), baseia-se na inoculagéo intradérmica de derivados proteicos do Mtb (PPD, do inglés,

Purified Protein Derivative) e na reacao de hipersensibilidade tardia (tipo 1V). A mensuracao


https://www.britannica.com/biography/Albert-Calmette
https://www.britannica.com/biography/Camille-Guerin

da enduracdo é realizada entre 48 e 72 horas apds a inoculacdo do PPD (BRASIL,
MINISTERIO DA SAUDE, 2014). O teste apresenta algumas limitacdes, dentre estas a geracio
de resultados falso-positivos referentes a uma exposicdo prévia a micobactérias nédo
tuberculosas, a aplicacdo incorreta, interpretacdo errdneas do edema e a reagdo cruzada em
individuos previamente imunizados com a BCG (AUGUSTE et al., 2017; SIMMONS et al.,
2018)

Atualmente tem sido recomendado o ensaio baseado na liberacédo de interferon gama
(IFN-y), o IGRA, do inglés, Interferon Gamma Release Assays, sendo disponiveis
comercialmente 0 QuantiFERON-TB Gold In Tube (QFT-GIT; Qiagen 0594-0201) e o T-SPOT
(Oxford Immunotec International) TB. Na auséncia de um padrdo ouro para o diagndstico de
LTBI, alguns estudos tém buscado a existéncia de associagédo entre os resultados obtidos pelo
IGRA e o TST. Estes dados poderiam auxiliar no entendimento da progressdo da LTBI para
TBa ativa em criangas, em individuos imunocomprometidos, e na dindmica da transmissao
entre pessoas que convivem em areas de alta incidéncia (>40 casos a cada 100 mil habitantes)

(AUGUSTE et al., 2017).
1.4 TUBERCULOSE PULMONAR ATIVA (TBa)

A reativacdo do bacilo durante a LTBI reflete na progresséo para a TBa, caracterizada
pela dispersdo de bacilos em secrecOes respiratdrias, especialmente durante episodios de tosse
(Ernst, 2012). A TB pode-se apresentar de duas formas. Uma é a denominada tuberculose
priméaria, caracterizada pelo desenvolvimento da doenca apds a inalacdo de particulas
infectadas, causando pneumonia tuberculosa ou linfadenopatia, decorrentes do aumento da
carga bacilar nos alvéolos e no intersticio. Ja a infeccdo pos-primaria ou reativacao endégena
da LTBI, acomete os apices dos pulmdes, com presenca de nddulos nos lobos superiores ou nos
cumes dos lobos inferiores, podendo ou ndo apresentar cavitacdo (Stek et al., 2018). Ao passo
que a TB primaria medeia o grau de resposta, na infecgdo pos priméaria o Mtb é capaz de evadir
a imunidade sistémica e multiplicar-se (HUNTER, 2018).

Radiografias do térax sdo largamente empregadas na visualizacdo de dano pulmonar,
porém técnicas de tomografia computadorizada (TC) quando associadas a tecnologia de FDG-

PET (do inglés, Fludeoxyglucose[*8F]-Positron Emission Tomography), apresentam maior



sensibilidade no monitoramento da evolugcdo das lesdes durante o tratamento. Essa maior
sensibilidade deve-se a combinacao de imagens anatdmicas e rastreio de atividade metabdlica,
possibilitando a visualizacdo de lesdes metabolicamente ativas, as quais podem eventualmente
estar presentes antes das manifestacdes clinicas da doenca, e que podem persistir ap6s o fim do
tratamento (STEK et al., 2018).

2 INTERACAO PATOGENO-HOSPEDEIRO

A TB é transmitida via inalacdo de nucleos (de 1-5 um de didmetro) suspensos, gerados
por goticulas respiratdrias capazes de alojar particulas do Mtb (Nardell, 2016). Willian F. Wells
foi o pioneiro ao estabelecer o risco de infeccdo na TB empregando exposi¢do de porcos-da-

india a bacilos de tuberculose (Riley, 1957).

Sabe-se que, embora apresentem baixa menor taxa de infecgdo, individuos com
baciloscopia negativa e cultura positiva tém correspondido de 17 a 20% dos casos e taxa de
6,2/100 de infeccdo entre os portadores de cultura negativa (Behr et al., 1999; Calligaro et al.,
2017), sugerindo que individuos com cultura negativa ndo devem ser desconsiderados como
fonte de infeccdo (CHURCHYARD et al., 2017).

Uma vez que tem entrada pelas vias aéreas, a infeccdo se estabelece com maior
frequéncia nos lobos superiores. Depois de atingir os alvéolos pulmonares, os bacilos sdo
prontamente reconhecidos por uma variedade de células fagociticas como mondcitos,
macrofagos, neutrofilos, células dendriticas e até pneumdcitos do tipo Il (Ganbat et al., 2016).
O reconhecimento do Mtb pelas células que compdem o sistema imunitario inato é mediado
pelo reconhecimento de padrBes moleculares associados ao patogeno (PAMPs, do inglés,
Pathogen Associated Molecular Patterns), pelos Receptores de Reconhecimento de Padrdes
(PRRs, do inglés, Pattern Recognition Receptors), 0s quais podem estar presentes na superficie
celular ou localizados intracelularmente, solveis ou em associagdo com membranas internas
(ERNST, 2012).

As estratégias utilizadas pelo Mth no escape e resisténcia apos reconhecimento pelos



macrofagos incluem a adaptacdo e o dano fagossomal (Figura 2) (Queval et al., 2017). A
secrecdo da proteina de ESAT-6 (do inglés, Early Secretory Antigenic Target of 6kDa) —
considerado um fator de viruléncia secretado pelo Mtb por um sistema especializado — 0 ESX-
1 (sistema de secrecdo ESAT-6) — ¢ capaz de interagir diretamente com receptores do tipo
TLR2 (do inglés, Toll Like Receptors) reduzindo a secrecdo de interleucina (IL)-12 nos
macrofagos auxiliando a persisténcia e sobrevivéncia do bacilo (Pathak et al., 2007; Squeglia
et al., 2018), além de regular o pH do vacuolo em torno de 6,3 - 6,5 (QUEVAL et al., 2017).
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Figura 2: Mecanismos de resisténcia do Mycobacterium tuberculosis associada & macréfagos. Adaptado de
Simmons et al, 2018.

2.1 IMUNIDADE INATA E ADAPTATIVA

Células dendriticas (Dcs) (do inglés, Dendritic Cells), sdo conhecidas como células
apresentadoras de antigeno (APC, do inglés, Antigen Presenting Cells). Possuem a capacidade
de fagocitar e processar células infectadas, patdgenos e células apoptoticas em peptideos e
apresenta-los via complexo de histocompatibilidade (MHC, do inglés, Major
Histocompatibility Complex) de classe | ou Il a células naive ou em repouso (Ariel; Sebastian,
2007). O contato entre 0 MHC e 0 TCR (do inglés, T Cell Receptor) na presenca de (IL) - 2
promove a ativacdo e proliferacdo celular. Sabe-se que células CD4 despendem mais tempo



para serem sensiveis a menores concentracfes da citocina do que células CD8, que exibem alta

sensibilidade em respostas proliferativas (Bunney et al., 2017).

Durante a fase de divisdo e proliferacdo celular, a proteina Ki-67 passa a ser expressa
em todas as fases (Figura 3) (Gerdes et al., 1984; Soares et al., 2010). Uma vez iniciada a
divisdo, durante a interfase é expressa no nucleo, se acumulando no nucléolo na fase G2. No
inicio da mitose é translocada para a periferia dos cromossomos mitéticos onde permanecem
até a formacdo do nacleo na fase G1 ap0Os a segregacdo cromossdmica, sendo portanto
considerada pela comunidade cientifica como marcador de proliferacdo celular (SALES GIL;
VAGNARELLLI, 2018).

GO

Expressao de Ki-67

Figura 3: Expressdo de Ki-67 durante o ciclo celular. Adaptado de Dzulkifli; Mashor; Jaafar, 2018.

A imunidade celular contra o Mtb tem sido demonstrada dependente de células CD4*
produtoras de interferon y (IFN-y), fator de necrose tumoral o (TNF-a) (Brighenti; Andersson,
2012). O direcionamento para o fen6tipo CD4" do tipo Thl é caracterizado pela expressdo do
fator de transcricdo TBET, codificado pelo Thx21 (Yong Woo Jung et al., 2014), (do inglés, T-
box transcription factor), secre¢éo de citocinas inflamatorias, TNF-a, IFN-y e interleucinas (IL)
2 e 12 fundamentais para a ativacdo dos macrdfagos, neutrofilos e na estimulacéo da producéo
de anticorpos pelos linfocitos B, promovendo a contencdo da infec¢do e limitando a evolucgéo
para a doenca ativa (LU et al., 2011; SALGAME, 2005).

Por outro lado, se expressarem GATA-3 (do inglés, GATA binding protein 3) ao invés
de TBET, exibem um fendtipo do tipo Th2 e passam a secretar I1L-4, IL-5, IL-10, IL-13 e IL-
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25, promovendo a inibicdo da ativacdo dos macrofagos e diminuicdo na proliferacdo de
linfécitos T produtores de IFN-y (Harris et al., 2007; Mendez-Samperio, 2014). O resultado

traduz-se em progressao da doenca e aumento da carga bacilar (HARRIS et al., 2007).

O subtipo Th17 caracteriza-se como um subgrupo distinto de Thl e Th2 relacionado
com a expressdo de citocinas como IL-17 (também descrita como IL-17A) IL-21, IL-22 e IL-
17F. Dentre estas citocinas, a IL-17 induz a expresséo de fatores pré-inflamatorios, como fator
estimulador de col6nias granulocitarias (G-CSF), IL-6 e quimiocinas, que na patologia da TB
contribuem para o recrutamento de neutréfilos que promovem a formacdo do granuloma e
aumento da expressdo de quimiocinas CXCL9, CXCL10 e CXCL11, as quais recrutam células
que produzem IFN-y para o sitio da lesdo, contribuindo na formacédo da injaria (LUO et al.,
2017).

Células CD8* naive circulam de forma continua através do sangue e 6rgdos linféides
secundarios (OLS). Apo6s o reconhecimento dos antigenos, as células CD8" ativadas passam
por fases distintas: 1) Expansédo; 2) Contragdo da populacdo ativada via FAS-FAS ligante; 3)
Formacdo e maturacdo de memoria; (Angelosanto; Wherry, 2010; Samji; Khanna, 2017). Ja as
efetoras sdo capazes de produzir citocinas pré-inflamatorias como IFN-y e mediadores
citotoxicos como perforina e granzima B, as quais exercem um importante papel em respostas
antimicobacterianas (Behr et al., 2018; Brighenti; Andersson, 2012). E importante ressaltar que
em muitos individuos a resposta inata contra o Mtb é eficiente, ndo sendo iniciada a resposta
adaptativa e a geracao de memaria imunolégica, mesmo em situacfes de exposicdes repetidas
ao patdégeno (BRIGHENTI; ANDERSSON, 2012; MORRISON; PAI; HOPEWELL, 2008).

Células T reguladoras (Tregs), compreendem uma subpopulacdo de linfocitos que
exercem um importante papel na manutencao da homeostase do sistema imunologico, estando
envolvidas na autotolerdncia, autoimunidade e supressdo de células do sistema imunitario
(LUO etal., 2017; SAKAGUCHI, 2004). Tregs tem sido associadas a uma ampla variedade de
patdgenos bacterianos, virais, parasitas e principalmente envolvidas no estabelecimento de
infeccOes cronicas, devido a capacidade de prevenir o dano tecidual decorrente da inflamacéo,
ao passo que, dificultam a erradicagdo microbiana (Ryan P. Larson; Shahin Shafiani; Kevin B.
Urdahl, 2013).
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Originadas via diferenciacdo de células naive por meio da estimulacdo do TCR (do
inglés, T cell receptor), ou de precursores que ndo expressam IL-2, sdo caracterizadas pela
expressao de CD4, CD25, FOXP3, L-selectina (CD62L), integrina alfa (CD103), LAG-3,
receptor de TNF-2, receptores do tipo Toll like 4,5, 7 e 8, e a expressao de niveis basais de IL-
7 (CD127), empregado na distingdo ente outros linfécitos (PEREIRA et al., 2017).

Tregs CD4*CD25"9"Foxp3* constituem o fendtipo mais comumente estudado (Bocian
et al., 2017), sendo caracterizadas pela alta expressdo de CD25" (IL-2Ra), um marcador de
ativacdo em células T descrito por Sakaguchi e colaboradores na década de 90 (Guyot-Revol et
al., 2006; Sakaguchi et al., 1995). Achados de Ribeiro-Rodrigues et al., (2006) sugerem que na
TBa, a deplecao de células CD4"CD25" refletem no aumento da carga bacilar e na producéo de

IFN-y inferindo no papel modulatério de Tregs na resposta Mtb-especifica.

O fator de transcri¢do Forkhead box p3 (FOXP3) foi descrito por Shohei Hori como o
principal gene regulador na diferenciacdo de Tregs timicas e periféricas (Hori, 2003), sendo
considerado um marcador intracelular exclusivo essencial para o desenvolvimento e
funcionalidade destas células (Luo et al., 2017; Serrano et al., 2015). Expresso
predominantemente em células CD4"CD25", mutacdes no gene podem levar ao
desenvolvimento de desordens proliferativas como a poliendocrinopatia imune e a enteropatia
ligada ao gene X (Hori; Sakaguchi, 2004). Membro da subfamilia P da familia de proteinas
FOX (Stroud et al., 2006), 0 FOXP3 integra um dominio central, o qual contém regides de zinco
C2H2, zipper de leucina, e um dominio repressor na porcdo N-terminal. A interacdo entre o
dominio forkhead com a sequéncia alvo de ativacdo de proteina-1(AP-1), bloqueia o0 complexo
formado pela AP-1 e o fator nuclear ativado nas células T, interferindo na ativacdo destas
(PEREIRA et al., 2017).

Gershon; Kondo, (1970) foram pioneiros na observacdo de células imunoldgicas com
funcOes reguladoras. Sabe-se que durante as primeiras cinco semanas apés a infeccao, Tregs
sdo recrutadas de forma ndo especifica aos pulmdes devido a expressdo de receptores de
quimiocinas e moléculas que facilitam a migracdo aos tecidos inflamados (Burl et al., 2007).
Sabe-se que no contexto da imunossupressao, no qual Tregs sdo predominantes sobre o perfil
Th17, o Mtb é capaz de disseminar-se mais facilmente e que o balanco entre estas populacdes

leva ao desenvolvimento do granuloma, controlando a disseminacdo do Mtb (Cardona;
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Cardona, 2019).

Dotadas de alta capacidade supressora, expressam constitutivamente CD25 e sdo
sensiveis a ativacdo in vitro por IL-2. Acredita-se que assim como células CD4*, CD8"
reguladoras sejam capazes de super modular receptores em DC’s (Churlaud et al., 2015; Oderup
et al., 2006). Uma vez que sdo capazes de retardar a apresentacdo de antigenos micobacterianos
a DC’s, poderiam impactar negativamente na geragdo de memoria imunoldgica. (Boer et al.,
2013).

A presenca de células CD8"CD25"Foxp3"LAG-3* tém sido também relatada em lesdes
granulomatosas de linfonodos infectados pelo Mtb (Joosten et al., 2007). Nesse contexto, estas
células regulam e promovem a persisténcia do bacilar, no qual o desequilibrio entre estas

populacdes poderia culminar na reativacao ou disseminacao da micobactéria.

E importante ressaltar que nimero de estudos acerca de células CD8* reguladoras ainda
é reduzido e limitado quando comparado a células CD4" no ambito de infeccdes

micobacterianas como a tuberculose.
2.1.2 Células de memoria

Células de memoria sdo células de longa vida, antigeno especifica, capazes de
reconhecer o mesmo antigeno durante segundo contato e possuem um papel essencial na
imunidade contra patégenos microbianos (ROSENBLUM; WAY; ABBAS, 2016; SAMJI;
KHANNA, 2017).

A localizacdo de células T em diferentes sitios € atribuida a expressdo de moléculas de
adesdo e receptores de quimiocina. Sdo classificadas em células de memoria central (Tcwm), de
memoria efetora (Tem), de memoria residente (Trm) e células tronco de memoria (Tscwm)
(Kurachi, 2019; Marieke et al., 2019), e sdo amplamente caracterizadas com base na expressao
de marcadores de superficie e fatores de transcricdo (Tabela 2) (ROSENBLUM; WAY;
ABBAS, 2016).
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Tabela 1: Subgrupos de células de meméria

Subgrupo Fendtipo Localizagéo Fatores de transcri¢ao
CCRT
Tew C84D52F;',6‘7 Circulagio TBETHish
N
Tou S Ciroulo TBET:
CD27* Linfonodos
CCR7-
Temra C84D52F;',6‘+ Circulacéo

Fonte: Adaptado de Martin; Badovinac (2018).

O TBET é essencial aos linfocitos CD8" no desenvolvimento e aquisi¢do de memoria.
Sua expressdao € induzida pelo reconhecimento do TCR a IL-12R, que resulta no
desenvolvimento de células efetoras diferenciadas. A reexposicdo a antigenos ou o
reconhecimento de citocinas inflamatorias leva a super expressdo de TBET durante infec¢fes
secundarias ou terciérias, o que permite a célula manter um estdgio menos diferenciado
(LAZAREVIC; GLIMCHER; LORD, 2013).

O TBET e a eomesodermina (EOMES), outro fator do grupo T-box, desenvolvem um
importante papel no silenciamento de células CD4 e na aquisi¢do do sinal duplo positivo dos
timocitos (Cobb et al., 2009). O TBET e 0 EOMES, quando ausentes em células CD8", levam
a diferenciacdo anémala, passando a produzir IL-17 (Angelosanto; Wherry, 2010). Além disso,
a persisténcia de alta carga viral e da cronicidade de infec¢cbes podem levar a defeitos
funcionais, gerando células CD8" exaustas, que perdem progressivamente a capacidade de
sintetizar INF-y e IL-2, proliferar-se, e eliminar de forma eficiente o patdgeno
(ANGELOSANTO; WHERRY, 2010).

O CD27 e o CD28, moléculas coestimulatorias, sdo empregados comumente na
distingdo de células CD8" naive, assim como o CD45 na distingdo de células efetoras e de
memoria (Tomiyama; Matsuda; Takiguchi, 2002). O CD45 é uma glicoproteina constituinte da
membrana dos linfocitos. A expressao de suas isoformas resultam no estado de ativagédo das
células. Uma vez ativadas, células naive CD45RA, expressam a isoforma CD45RO, resultado
da conversdo ap06s a migracao destas células aos tecidos periféricos. Células que re-expressam

0 CD45RA sdo altamente diferenciadas e dotadas de baixa capacidade proliferativa, que ao



14

migrar para os sitios da leséo, exercem sua funcéo efetora através de secrecéo de citocinas como
INF-y e TNF-0, (HENSON; RIDDELL; AKBAR, 2012).

Células CD8" de fendtipo CD27 CD45RA™ podem ser definidos como células
terminalmente diferenciadas (EMRA) (Appay et al., 2008), CD27*CD45RA" de memobria
central, e CD27°CD45RA" como células de memoria efetora (Miyara et al., 2009; Moro-Garcia
et al.,, 2018; Tomiyama; Matsuda; Takiguchi, 2002). Células naive, por outro lado sdo
identificadas pela expressdo de moléculas como CD45RATCD27* (Lipp et al., 1999). A
expressao diferencial destes quatro marcadores possibilita a distingdo de células ndo envolvidas

em fases de infecgdo aguda ou primaria, referidas como “células em descanso” ou “resting”

(APPAY et al., 2008).

Tem € Tcm consistem em subpopulagdes com variada fungéo e localizagdo anatomica,
essenciais na resposta imunitaria, uma vez que alguns patdgenos sdo transportados via vasos
linfaticos e drenados nos linfonodos (Samji; Khanna, 2017). Tcm  sdo situadas
preferencialmente no baco e em linfonodos e expressam CD62L, CCR7 e CD27, além de
possuirem alta capacidade proliferativa apds uma infeccdo secundaria. Tem, por outro lado,
encontradas primariamente no sangue periférico e em tecidos nédo linfoides, como figado e
pulmdes, sdo dotadas de alta capacidade citolitica, mesmo na auséncia de estimulo, uma das

principais diferengas entre células de memodria e efetoras.

Singh et al., 2019 reportaram maior frequéncia de CD8"CD45R0O" em individuos
portadores da TB, ap0s estimulo da proteina cepa Rv2626¢. Ao avaliar o fen6tipo de células de
memoria entre individuos imunizados via BCG e portadores da doenca, 0s autores também
verificaram menor frequéncia de CD8/CD45RA no segundo grupo. Marin et al., (2012)
demonstram reducdo na frequéncia de células de memdria em individuos portadores da doenca

em resposta a antigenos micobacterianos.

Ainda ha auséncia dados concretos que remetem a geracdo de células de memodria
durante a infeccdo pelo Mtb. O questionamento acerca da funcionalidade ainda permanece, uma
vez que estudos mais anteriores demostram alta taxa de reinfeccao, é cerca de sete vezes a taxa
da incidéncia bruta em individuos tratados (VERVER et al., 2005).
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3 JUSTIFICATIVA

O papel de subgrupos CD8* tem sido largamente discutido nas dltimas décadas (Samiji;
Khanna, 2017). Diversos estudos buscam estabelecer o papel destas células em doencas
inflamatorias crénicas como asma, psoriase, e a TB (Axelsson-Robertson et al., 2015; Carranza
et al., 2006). Na TB, observa-se que a reinfeccdo de individuos tratados pode acarretar o
desenvolvimento de nova doenga. Nessa perspectiva, questiona-se o papel de CD8 Tregs e de
memoria na infeccao pelo Mtb (TONACO et al., 2017).

4 HIPOTESE

A presenca de Tregs no sitio de infecgdo do Mtb pode acarretar o retardo da atividade
microbicida, desta maneira permitindo a sobrevivéncia e replicacdo dos bacilos. A
caracterizacdo de células T CD8* e seus subgrupos de memoria, com caracteristicas reguladoras,
podem atuar diretamente na alteracdo da dindmica imunoldgica promovendo a persisténcia do

patégeno.
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5 OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia de células TCD8" reguladoras e de memoria in vitro em resposta a
infeccdo pelo Mycobacterium tuberculosis em amostras de pacientes portadores de tuberculose
ativa (TBa), individuos saudaveis, reatores (TST+) ou ndo ao teste tuberculinico (TST-).

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar a frequéncia, proliferacdo e ativagdo das células CD8" via Ki-67 e TBET em
culturas celulares de individuos TST+, TST- e TBa.

e Analisar a frequéncia de células CD8" reguladoras em culturas celulares de individuos
TST+, TST-e TBa,;

e Analisar a frequéncia de células CD8" de memoria culturas celulares de individuos
TST+, TST-e TBa.

6 MATERIAIS E METODOS

6.1 MODELO DO ESTUDO

O projeto proposto corresponde a um estudo descritivo, transversal, que visa avaliar a
forma como os voluntarios respondem a infec¢do por Mycobacterium tuberculosis. O estudo
foi conduzido nos laboratérios de Micobacteriologia e de Imunologia Celular e Molecular do
Nucleo de Doencas Infecciosas (NDI), localizados no Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), de margo de 2018 a fevereiro de 2020. Projeto
sob amparo do parecer de niumero 1.203.318.
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6.2 POPULACAO DO ESTUDO
6.2.1 Critérios de inclusdo

e Ter idade maior que 18 anos;

e Enquadrar-se em qualquer dos grupos da pesquisa (TST-, TST+ ou TBa);

e Avaliacdo pelo teste tuberculinico, classificado negativo (valor de leitura inferior a 5mm
(TST-) ou classificado positivo (valor de leitura superior a 5mm (TST+));

e Aceitar os termos presentes no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,aprovado
pelo CEP - ES.

6.2.2 Critérios de excluséo

e Relato o uso de medicamentos corticoides nos ultimos cinco dias ou anti-inflamatérios
nao esteroidais nas ultimas 10 semanas;
e Paciente HIV positivo ou que apresente qualquer condicdo que comprometa sua

resposta imunoldgica.
6.3 COLETA DE SANGUE E CONSERVACAO DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue foram obtidas por pungédo venosa, utilizando tubos de coleta a
vacuo contendo heparina e coletados 30 mL de sangue periférico. Apds de realizado a coleta,
as amostras foram processadas a fim de permitir a separacdo dos componentes celulares por

purificacdo em gradiente de densidade.
6.4 ISOLADOS DE Mycobacterium tuberculosis
6.4.1 Selecéo e preparacao dos isolados de Mycobacterium tuberculosis

Para os ensaios de infeccdo in vitro, foi empregada cepa padrdo de Mycobacterium
tuberculosis virulenta de referéncia ATCC 27294 (H37Rv), gentilmente cedida pelo laboratério
da Micobacteriologia. Estas cepas encontravam-se armazenadas em ultra-freezer (-80 °C) e
foram repicadas em meio de cultura Ogawa-Kudoh. O protocolo padréo para este procedimento
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consistiu em, apds incubacgdo a 37 °C por 21 dias, as colbnias foram inoculadas em meio de
cultura liquida com homogeneizacdo dascol6nias. O sobrenadante (obtido apds repouso por 30
minutos) foi ajustado a uma diluicdo que corresponda a uma densidade oOptica (DO) igual a 1

(medida em espectrofotometro a um comprimente de onda de 265nm).

Apos centrifugacdo (4000 xg, 30 minutos), o centrifugado de micobactérias foi
ressuspendido em meio de cultura 7H9 30 % (v/v) glicerol. Apés homogeneizagdo da suspensao,
as micobacteérias foram sonicadas (3 ciclos de 10 segundos cada, com intervalos de 5 minutos).
A suspensdo foi armazenada em aliquotas de 500 pL de uso Unico em ultra-freezer (-80 °C).
Antes da utilizagdo nos ensaios de infec¢do, as aliquotas foram descongeladas em estufa a 37
°C, lavadas e ressuspendidas em meio 7H09 suplementado.

6.4.2 Verificacdo da concentracdo bacteriana ap6s descongelamento

Para verificar a concentracdo bacteriana foi realizado o Controle da Concentracdo do
Inéculo (CCI). As aliquotas foram descongeladas e realizadas dilui¢fes seriadas (com fator de
diluicdo de 10) em RPMI 1640 suplementado com soro fetal bovino inativado 10% (v/v), L-
Glutamina 10 mM e HEPES 10 mM, iniciando-se com um in6culo de 0,1 mL da suspensao
bacteriana e homogeneizada em 0,9 mL de RPMI Completo (diluicdo 1:10). Este procedimento
foi repetido até a diluicdo de 1:1000. Foram realizados inoculos de 30 pL (em triplicata) em
placas de Petri tripartidas contendo meio Middlebrook 7H11 (Becton Dickinson) enriquecido
com Middlebrook OADC Enrichment (Becton Dickinson) e 5% Glicerol (Vetec). As placas
foram incubadas em estufa a 37 °C por 21 dias, sendo realizada contagem de colénias aos 14°
e 21° dias. A contagens obtidas foram utilizadas para determinar a concentracéo da suspensao

bacteriana estoque e o indculo em cada ensaio experimental.

6.5 ISOLAMENTO E INFECCAO DAS CELULAS MONONUCLEADAS DO SANGUE
PERIFERICO (CMSP)

Inicialmente, as amostras de sangue coletadas foram fracionadas em volumes iguais de
15 mL em tubos de fundo conico de polipropileno de 50 mL diluidas em 15 mL de PBS (uma
diluicdo 1:2) e homogeneizadas por inversdo. As amostras diluidas foram transferidas para dois

tubos contendo 15 mL Ficoll-Histopaque 1077 (SIGMA-Aldrich) e submetidas a centrifugagédo
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(400 xg/30°/20 °C), sem freio. Ao final da centrifugagdo, observa-se a camada superior formada
pelo plasma e seus constituintes, sequida da camada de CMSP, Ficoll, granuldcitos e por fim

eritrocitos.

Com o auxilio de uma pipeta Pasteur estéril, as CMSP localizadas sobre a camada de
Ficoll foram coletadas. Durante a coleta, as CMSP foram transferidas para um novo tubo de
fundo conico de polipropileno de 50 mL e ao final desta coleta, as células foram lavadas com a
adicdo de PBS 1X, gelado, pH 7.2, g.s.p. para o volume do tubo, e por fim centrifugadas (200
Xg/10°/20 °C). O sobrenadante obtido apds a centrifugacdo foi descartado e seguido de lavagem,
seguindo processo descrito anteriormente. Por fim, as células foram ressuspendidas, contadas

em cadmara de Neubauer e condicionadas em nitrogénio liquido.

As amostras foram retiradas do nitrogénio liquido e colocadas em banho maria a 37 °C
por um minuto. Ap6s incubacéo, as amostras foram lavadas com 10 mL de RPMI, o qual fora
aquecido e suplementado, e as amostras centrifugadas a 200 xg por 10 minutos. Este processo
foi repetido duas vezes. A seguir, as células foram contadas em cdmara de Neubauer. O nimero

de células obtido foi utilizado em microculturas de CMSP e H37Rv.

Para proceder a infeccdo das CMSP, as bactérias foram diluidas na proporcao de 1
bactéria para 1 mondcito (MOI de 1:1), MOI (multiplicity of infection) partindo do valor das
concentragfes de leucdcitos determinadas e considerando que destes cerca de 10% sdo

monacitos (10°).
6.6 MICROCULTURAS DE CMSP

Em placas de fundo chato foram adicionados 100 pL de CMSP contendo cerca 1x10°
de células. As placas foram divididas em duas zonas, o que correspondia ao painel de
Treg/memodria e outra Treg/proliferacdo. Cada zona apresentava duas condigdes: 1) Ctrl: células
ndo infectadas; 2) H37Rv (ATCC® 27294™): 10% do valor de CMSP (concentracdo 1:1
(bacilo/M®); As amostras foram incubadas por 72 horas a 37 °C/5% CO., e apés 4 horas foram
adicionados 100 uL. de RPMI 1640 Suplementado.
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6.7 AVALIACAO DO PERFIL DE ATIVACAO E DE PRODUCAO DE CITOCINAS PELAS
CMSP

6.7.1 Avaliacao do perfil de ativagdo de células

Foram empregados os marcadores de superficie de linhagem para células T CD8",
marcadores de ativacdo CD25, CD27, CD4Ra e de proliferacdo Ki-67. Para marcacao
intracelular as células foram fixadas e permeabilizadas de acordo com o Kit de marcacao para
FOXP3-Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set (Thermo Fisher, Waltham, MA, EUA)
e TBET (Tabela2). A marcacéo fora realizada incubando cerca de 0,5-1x10° células CMSP em
placas de 96 pocos, adicionando solucdes de concentracdo 6tima (titulada) dos anticorpos na
presenca de FCS 2% (v/v). Ap6s incubacdo (30 minutos a 4 °C) as células foram lavadas pela
adicdo de PBS com 2% FCS (v/v) por centrifugacdo (300 xg, 3 minutos) e ressuspensas em
volume apropriado para posterior analise. Todos os resultados foram analisados por citometria
de fluxo no Citdmetro Attune NXT (Thermo Fisher) e os dados analisados no FlowJo 10.0 (Bd

Bioscience).

Tabela 2: Receptores e anticorpos utilizados para as anélises fenotipicas

Canais do Attune NxT

Painel
BL1 BL2 BL3 BL4 RL1 RL2 RL3
PERCP- PE- ALEXA  APC
Cores FITC PE Cy5.5 Cy7 APC 200 Cy7

Memoria e regulacdo | CD45Ra FOXP3 CD27 TBET CD8 CD4 CD25

Proliferacéo e Treg CD127 FOXP3 Ki-67 TBET CD8 CD4 CD25

Diluicéo 1:100 1:30 1:50 1:50 1:100 1:100 1:50

6.7.2 Estratégia de analise

A citometria de fluxo € um método que possibilita a caracterizacao fenotipica de células.

Ao ser canalizada, célula a célula é submetida a um conjunto de lasers, sendo a amplitude da
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dispersdo da luz variavel de acordo com tamanho da célula e o comprimento de onda do laser
A dispersédo é verificada por meio de dois detectores opticos: a dispersao direta, conhecida como
FSC (do inglés, Forward Scatter), que mede a dispersdo ao longo do caminho do laser; e a
dispersdo lateral SSC (do inglés, Side Scatter), que mede a dispersdo em um angulo de 90° em
relacdo ao laser (Figura 4), (BIO-RAD LABORATORIES INC, 2015).
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Figura 4: Esquematizacdo de citdmetro de fluxo optico. BD BioSciences, 2020.

A estratégia FSC versus SSC é comumente empregado na distincdo de populacGes
heterogéneas (Figura 5). O FSC, por sua vez, é capaz de distinguir os agranulécitos que
compdem o sistema imunoldgico: os linfocitos e mondcitos. Esses por exibirem tamanho maior,
dispersam maior intensidade de luz. J& o SSC fornece informacdes acerca da complexidade da
celula, essencial na discriminagdo de mondcitos e granuldcitos do sangue periférico, sendo eles
os neutrofilos, eosinéfilos e basofilos, caracterizados pela presenca de granulos citoplasmaticos,
0s quais aumentam a dispersdo da luz (BIO-RAD LABORATORIES INC, 2015).
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Figura 5: Discriminacao de linfocitos e mondcitos no FlowJo™

Algumas particulas eventualmente se mantém proximas ao passar pelo LASER (do
inglés, Ligth Amplification by Stimulated Emission of Radiation), sendo esse incapaz de
diferencid-las como particulas individuais. Este evento, a eliminacdo de células duplas, (do
inglés, doublet discrimination) é realizada através da sele¢cdo de FSC:H altura (do inglés,
height) versus FCS:A (do inglés, area). Outro método de controle essencial na construcdo
de painéis multicores é o emprego do FMO (do inglés, Fluorescence Minus One), que
consiste na marcacao das células de interesse com todos os fluoréforos, menos um, visando
a determinacdo correta dos gates (Bio-Rad Laboratories Inc, 2015). Estes ensaios basearam-
se na selecdo de células empregando FSC: A versus SSC: A, seguida de eliminacao de doublets
e posterior selecdo de células CD8". A proliferacdo celular foi verificada através do emprego
de Ki-67 versus FSC: A. Adicionalmente o estado de ativacéo foi analisado através do emprego
do FMO de TBET versus SSC: A (Figura 6).
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Figura 6: Estratégia de analise de proliferacdo e ativacdo de células CD8*

A definicdo de Tregs partiu da selecdo de células CD8" seguido de FMO de CD25
versus SSC: A e FMO de FOXP3 versus TBET (Figura 7).
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Figura 7: Estratégia de analise para células TCD8* Tregs.

Na definicdo de populagdes memoria partindo da estratégia inicial de gate foi
empregado CD45RA versus CD27, seguido de FMO para FOXP3 versus TBET (Figura 8).
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Figura 8: Estratégia de analise para selecdo de subpopulages CD8* Tnaive (CD45RA*CD27%), Tcm (CD45RA
CD27%), Tem (CD45RACD27") e Temra (CD45RAYCD27Y)

6.8 CONSIDERACOES ETICAS

Todos os procedimentos deste estudo foram realizados respeitando as diretrizes e
normas que regulamentam a pesquisa envolvendo seres humanos. Todos os voluntarios
receberam um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo-A), o qual fora
adequadamente explicado e, ap0s aceitacdo, assinado por uma testemunha e pelo investigador.

6.9 ANALISE ESTATISTICA

A frequéncia de células CD8" de memdria e reguladoras foram analisadas através dos
testes de Kruskal-Wallis com correcdo de Dunn e Teste T pareado. O software estatistico usado

foi o Prism verséo 8 e foram considerados significativos dados com p<0,05.
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As amostras foram obtidas e conservadas conforme descrito na secdo 6.3. Foram
arrolados 22 individuos, sendo, TST- (n= 7), TST+ (n= 10) e TBa (n= 5), conforme dados
demograficos descritos na tabela 4.

Tabela 3: Descricdo sumdria das amostras

ID PPD (mm) QuantiFERON Idade =~ CMSP
TST-001 0 Neg 60 16
TST-002 0 Neg 26 18
TST-003 0 Neg 42 22,6
TST-004 0 Neg 57 17,4
TST-005 0 Neg 31 17,4
TST-006 0 Neg 56 18,8
TST-007 0 Neg 60 18

PPD (mm) QuantiFERON Idade
TST+001 14 Pos 24 23,6
TST+002 19 Pos 35 20,6
TST+003 15 Pos 29 20,2
TST+004 22 Pos 18 26,6
TST+005 19 Pos 52 22,4
TST+006 20 Pos 51 16
TST+007 15 Pos 21 18
TST+008 21 Pos 35 17,6
TST+009 20 Pos 24 18,6
TST+010 15 Pos 28 16,8
Tuberculose Baciloscopia Idade
TB 001 Pulmonar 3+ 42 20,8
TB 002 Pulmonar 3+ 37 21,4
TB 003 Pulmonar 3+ 20 18
TB 004 Pulmonar 3+ 36 18,4
TB 005 Pulmonar 3+ 49 20,8
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7.1 CELULAS CD8*

A populacdo de células CD8" foi analisada conforme secdo 6.7.2. Logo, ndo foram

observadas diferencas quanto a frequéncia destas células entre os grupos estudados (Figura 9).
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Figura 9: Frequéncia de células CD8*. Populacdo total de células CD8* do sangue periférico em amostras ndo
infectadas (TO) e apds infeccdo in vitro por 72 horas (T72) com a cepa H37RV. Para andlise estatistica foi
empregado o teste de Kruskal Wallis, com correcdo de Dunn, e Teste T, sendo *p<0,5; **p<0,01 e ***p<0,001.
TST-: Teste Tuberculinico negativo (n=7). TST+: Teste Tuberculinico positivo (n=10); TBa: Tuberculose
pulmonar ativa (n=5).

7.1.1CD8" TBET*

Foi observado alta frequéncia de células CD8" que expressam o fator de transcricao
TBET. Individuos TST-, por sua vez, apresentaram maior frequéncia apds infeccdo quando
comparadas a células néo infectadas (T0). Por outro lado, individuos TST+ apresentaram menor
frequéncia de células CD8" TBET" quando comparadas a individuos TST- ap6s infeccdo por
72 horas (Figura 10).
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Figura 10: Frequéncia de células CD8* que expressam TBET. Populacdo de células CD8* do sangue periférico em
amostras ndo infectadas (T0) e ap6s infeccdo in vitro por 72 horas (T72) com a cepa H37RV. Para analise estatistica
foi empregado o teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis, com correcdo de Dunn, e Teste T, sendo *p<0,5;
**p<0,01 e ***p<0,001. TST-: Teste Tuberculinico negativo (n=7); TST+: Teste Tuberculinico positivo (n=10);

TBa: Tuberculose pulmonar ativa (n=5).

7.1.2 Proliferacéo de células CD8*

Foi observada uma menor frequéncia no grupo nao reator ap6s a infeccdo com a cepa
padrdo H37Rv (T72h), bem como maior proliferacdo de CD8* apds infeccdo com a cepa padréo

em TBa, quando comparados a nado reatores (Figura 11).
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Figura 11: Proliferacdo de células CD8* via Ki-67. Populagdo de células CD8* do sangue periférico em amostras
ndo infectadas (TO) e apos infecgdo in vitro por 72 horas (T72) com a cepa H37RV. Para analise estatistica foi
empregado Kruskal Wallis, com correcdo de Dunn e Teste T, sendo *p<0,5; **p<0,01 e ***p<0,001. TST-: Teste
Tuberculinico negativo (n=7). TST+: Teste Tuberculinico positivo (n=10); TBa: Tuberculose pulmonar ativa

(n=5).
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7.2 CELULAS CD8" REGULADORAS

Foi observado aumento na frequéncia de células reguladoras em individuos TBa, quando
comparados a TST+ em amostras ndo infectadas, bem como aumento na frequéncia de CD8"

Treg células em TST+ apo6s infeccdo, em relacdo a (TO) (Figura 12).
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Figura 12: Frequéncia de CD8" reguladoras. Populacéo total de células reguladoras CD8*CD25*FOXP3* do
sangue periférico em amostras ndo infectadas (TO) e infectadas ap6s 72 horas (T 72) com a cepa H37RV. Para
andlise estatistica foi empregado Kruskal Wallis com correcdo de Dunn, e Teste T, sendo *p<0,5; **p<0,01 e
***p<(0,001. TST-: Teste Tuberculinico negativo (n=7); TST+: Teste Tuberculinico positivo (n=10); TBa:
Tuberculose pulmonar ativa (n=5).

Células CD8" Treg TBET'FOXP3" apresentaram maior frequéncia em TBa, quando
comparados a individuos TST- em amostras ndo infectadas. Foi observado aumento na
frequéncia de CD8" Treg TBET'FOXP3* em TBa quando comparados a individuos TST-, apds
infeccdo. Em amostras ndo infectadas TST+ apresentaram menores frequéncias de Treg TBET"

FOXP3* quando comparados a TBa. Ademais, individuos TST+ apresentam aumento na

frequéncia pos infeccdo (T72) quando comparado a células ndo infectadas (Figura 13).
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Figura 13: Frequéncia de CD8* reguladoras TBET-FOXP3*e TBET*FOXP3*. Populacéo de células reguladoras do
sangue periférico em amostras nao infectadas (TO) e infectadas apds 72 horas (T 72) com a cepa H37RV. Para
andlise das populagdes foi empregado Kruskal Wallis com corre¢do de Dunn e Teste T, sendo *p<0,05; **p<0,01
e ***p<0,001. TST-: Teste Tuberculinico negativo (n = 10); TST+: Teste Tuberculinico positivo (n = 10); TBa:
tuberculose (n = 5).

7.3 CELULAS CD8* DE MEMORIA

A combinacdo dos marcadores CD45Ra e CD27 possibilitaram a identificacdo subtipos
de células CD8", sendo Thaive (CD45RATCD27"), Temra (CD45RATCD27Y), Tem (CD45RA
CD27) e Tcm (CD45RACD27") (Figura 14). Thaive apresentaram maior frequéncia apos
infeccdo (T72) quando comparadas ao TO em individuos TST+. Tcm apresentaram maior
frequéncia em TST- em amostras ndo infectadas quando comparadas a TBa, e reducdo na
frequéncia de células apés infeccdo. Tem apresentaram maior frequéncia apos infeccdo em
individuos TST- quando comparadas a TO, bem como maior frequéncia pos infeccdo quando

comparadas a TST+. N&o foram observadas diferencas significativas na frequéncia de Temra.
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Figura 14: Subpopulaces de memoria. Frequéncia de subpopulacBes de células CD8+ de memdria do sangue
periférico em amostras ndo infectadas (T0) e ap6s infeccdo in vitro por 72 horas (T72) com a cepa H37RV. Para
andlise estatistica foi empregado o teste de Kruskal Wallis, com correcdo de Dunn e Teste T, sendo *p<0,5;
**p<0,01 e ***p<0,001. TST-; Teste Tuberculinico negativo (n=7); TST+: Teste Tuberculinico positivo (n=10);
TBa: Tuberculose pulmonar ativa (n=5).

7.3.1 Frequéncia de células Tnaive do tipo FOXP3* com e sem expressdo de TBET

Individuos TST- apresentaram aumento na frequéncia de células naive TBET FOXP3*
apos 72 horas de infeccdo em relacdo a células ndo infectadas (T0). Ademais, individuos
sensibilizados apontaram maior frequéncia apés infeccao (T72) quando comparados a (T0). Na
frequéncia de Thaive TBET*FOXP3™, individuos TST- apresentaram aumento na frequéncia apés

infeccdo (Figura 15).
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Figura 15: Frequéncia de células naive TBET FOXP3* e TBET*FOXP3*. Subpopulagdes de células de memdria
do sangue periférico em amostras nao infectadas (TO) e ap6s infec¢do in vitro por 72 horas (T72) com a cepa
H37RV. Para anélise estatistica foi empregado o teste de Kruskal Wallis, com correcdo de Dunn, e Teste T, sendo
*p<0,5; **p<0,01 e ***p<0,001. TST-:Teste Tuberculinico negativo (n=7); TST+: Teste Tuberculinico positivo
(n=10); TBa: Tuberculose pulmonar ativa (n=5).

7.3.2 Frequéncia de células Tcm do tipo FOXP3* com e sem expressdo de TBET

Individuos TST+ e TST- apresentaram menores frequéncias de Tcy TBET  FOXP3* em
(T0), quando comparados ao TBa. Foi observado aumento na frequéncia de Tcm TBET-FOXP3*
em individuos TST+ apds infecgdo. Por outro lado, individuos TST- apresentaram aumento na
frequéncia de apds 72 horas de infeccdo em células Tcm TBET'FOXP3* (Figura 16).
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Figura 16: Frequéncia de Tcm TBET FOXP3* e TBET*FOXP3*. SubpopulacGes de células de memoria do sangue
periférico em amostras ndo infectadas (TO) e ap6s infeccdo in vitro por 72 horas (T72) com a cepa H37RV. Para
andlise estatistica foi empregado o teste de Kruskal Wallis, com correcdo de Dunn, e Teste T, sendo *p<0,5;
**p<0,01 e ***p<0,001. TST-: Teste Tuberculinico negativo (n=7); TST+: Teste Tuberculinico positivo (n=10);
TBa: Tuberculose pulmonar ativa (n=5).

7.3.3 Frequéncia de células Tem do tipo FOXP3* com e sem expressdo de TBET

Foi observado diminuicdo na frequéncia de células Tem TBET'FOXP3" em amostras
infectadas (T72) quando comparadas a células ndo infectadas (T0) em individuos portadores da
TBa. Células Tem TBET'FOXP3*, por outro lado, em individuos sensibilizados, apresentaram
aumento na frequéncia apos infeccdo. Ademais, fora observada diferenca significativa entre

amostras ndo infectadas (T0) nos grupos TST- e TST+ (Figura 17).
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Figura 17: Frequéncia de Tem TBET FOXP3* e TBET* FOXP3*. Subpopulagdes de células de memdria do sangue
periférico em amostras ndo infectadas (T0) e ap6s infeccéo in vitro por 72 horas (T72) com a cepa H37RV. Para
andlise estatistica foi empregado o teste de Kruskal Wallis, com corre¢do de Dunn, e Teste T, sendo *p<0,5;
**p<0,01 e ***p<0,001. TST-; Teste Tuberculinico negativo (n=7); TST+: Teste Tuberculinico positivo (n=10);
TBa: Tuberculose pulmonar ativa (n=5).

7.3.4 Frequéncia de células Temra do tipo FOXP3* com e sem expressdo de TBET

Nao foram observadas diferencas significativas na frequéncia de células Temra TBET"
FOXP3™. Células Temra TBET FOXP3" apresentaram maior frequéncia apés infec¢do no grupo

sensibilizado quando comparadas a células ndo infectadas (T0), (Figura 18)
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Figura 18: Frequéncia de Temra TBET  FOXP3* e TBET" FOXP3*. Subpopulacdes de células de memoria do
sangue periférico em amostras ndo infectadas (TO) e apds infeccéo in vitro por 72 horas (T72) com a cepa H37RV.
Para andlise estatistica foi empregado o teste de Kruskal Wallis com corre¢do de Dunn, e Teste T, sendo *p<0,5;
**p<0,01 e ***p<0,001. TST-: Teste Tuberculinico negativo (n=7); TST+: Teste Tuberculinico positivo (n=10);

TBa: Tuberculose pulmonar ativa (n=5).
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8 DISCUSSAO

O Mtb, agente causador da TB, é responsavel pela inducdo de exacerbada resposta
imunolodgica associada a dano tecidual (Casadevall; Pirofski, 2003). Uma vez que a progressao
da LTBI para TBa tem sido associada a fatores de risco, como mé nutri¢éo e coinfeccdo com o
HIV, pouco sabe-se por que individuos aparentemente saudaveis desenvolvem a doenca. E
hipotetizado que o desdobramento de resposta efetiva nos estagios inicias da infeccéo seria
essencial no controle do Mtb — uma vez que uma resposta ténue poderia beneficiar a
disseminacdo do bacilo — e o desenvolvimento de inflamagdo excessiva nos estagios mais
tardios da infeccdo seria prejudicial, com consequente surgimento das lesdes caracteristicas da
TB (CARDONA; CARDONA, 2019; CASADEVALL; PIROFSKI, 2003).

Esse estudo propds analisar a frequéncia de células CD8" Tregs e de memdria do sangue
periférico de pacientes portadores da forma pulmonar da doenca e reativos ou ndo ao PPD, com
0 objetivo de compreender o papel e a dindmica destas células no contexto da TB. Inicialmente,
acreditava-se que células CD8 exerciam papel de pouco destaque em relacdo a células CD4
durante infeccGes pelo Mth. Capazes de produzir IL-2, IFN- e TNF, células CD8* eliminam
bacilos através da producéo de granulolisima (Stenger et al., 1998), destroem células infectadas
por meio da producdo de perforinas e granzimas, ou induzem a apoptose via receptores de
membrana do tipo Fas (Fas — FasL) (Lin; Flynn, 2015). Caccamo et al., 2009 empregaram
diferentes peptideos objetivando determinar a frequéncia de células CD8* epitopo-especificas
durante a TBa. Entre os resultados obtidos, os autores relataram menor frequéncia de CD8*
especificas durante a TBa em comparacdo com individuos LTBI, sendo maior naqueles que
foram tratados. Entretanto, neste estudo néo foi constatada diferenca significativa na frequéncia
de células CD8" apds infeccdo com a cepa H37RV nos grupos analisados. Uma vez analisada
a resposta de células CD8 a infeccdo pela cepa H37RV, propusemos analisar a expressdo de
TBET destas células.

Observamos que individuos TST- apresentaram maior frequéncia de células
CD8*'TBET" apos a infeccdo. Foi hipotetizado que o aumento na frequéncia destas células ap6s
infeccdo com o Mtb estaria relacionado a eliminagdo dos bacilos. Conhecido como fator de
transcricdo do tipo TH1, o INF-y produzido por células CDS8 ¢ essencial no controle de
patdgenos microbianos (Hu et al., 2012) e na producdo de moléculas citoliticas, induzindo
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apoptose de ceélulas infectadas (Tonaco et al., 2017). Neste estudo, individuos TBa
apresentaram menor frequéncia de células CD8"TBET" quando comparadas a individuos TST.
Joosten et al., 2007 promoveram a estimulacdo de amostras de individuos TST- e TST+ com
bacilo Calmette, sendo observada expansdo de células CD8* no grupo TST+. Caccamo et al.,
2009, por outro lado, atribuiram a baixa frequéncia de células CD8 a incapacidade de individuos
TBa em promover a contengdo do Mtb in vivo com consequente estimulagéo cronica, induzindo

a apoptose nas células T.

Yang et al., 2015 demonstraram que a frequéncia de células TBET" em linfdcitos
CD3"CD4" em individuos portadores de TBa, PPD- e PPD+ foi similar antes e apds a
estimulagdo com lisado do Mtb. Kurktschiev et al., 2014, baseados em modelo de infecgéo pelo
HCV, demonstraram que a expressao de TBET poderia ser relacionada a resolucdo espontanea
da doenca. Seus achados apontam que a frequéncia de células CD8*TBET" foi maior naqueles
pacientes que apresentaram resolucdo espontanea da doenga, quando comparados aqueles que
desenvolviam infecgdo cronica. Ademais, a caracterizacdo dos niveis de expressdo de TBET
em células CD8 especificas durante seis meses apontou que a frequéncia destas células decaia
gradualmente de 73,1% para 40,3% e 21,8% do inicio da fase aguda (t1) para 1-3 (t2), 3-6 (t3)

meses, respectivamente.

Nesse sentido, presume-se que a reducdo de células CD8'TBET" observada em
individuos TBa seja justificada pela cronicidade da doenca, acarretando a geracdo de células
com reduzida capacidade citolitica, j& que a expressdo de proteinas como PD-1 (do inglés,
Programmed Cell Death 1), TIGIT (do inglés, Immunoreceptor with Ig and ITIM Domains)
ITGAM (do inglés, Integrin Alpha M), e 1L18 (do inglés, Interleukin 18 Receptor) s&o mais
impactadas pela deficiéncia de TBET em infeccdes cronicas (Doering et al., 2012). Nesse
sentido, a persisténcia do patdgeno em doencas de carater crénico seria capaz de afetar a
funcionalidade destas células, gerando células exaustas (SHIN; WHERRY, 2007).

Para obtencdo de resultados mais consistentes, foi empregado o Ki-67 como marcador
de proliferagdo (Gerdes et al., 1984). Neste estudo, relatamos aumento na frequéncia de células
CD8" especificas em TBa e diminuicdo na frequéncia de células no grupo TST-. Day et al.,
2014 relataram maior expressao de Ki-67 em células CD8" IFN-y* CFP-10/ESAT-6 antigeno-
especificas em pacientes portadores de TB quando comparados a LTBI, sugerindo que a
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modulacdo na expressao de Ki-67 ocorre em pacientes com a doenga ativa, exibindo células

ativadas no cenério de alta carga bacteriana.

Neste trabalho reportamos o aumento na frequéncia de células reguladoras em individuos
TBa quando comparados a TST+ em amostras ndo infectadas, bem como aumento na frequéncia
de CD8" Treg células em TST+ apds infecgdo. Resultados de Stringari (2012) demonstram um
aumento de Tregs em individuos TST+ e TBa. Segundo Levine et al., (2017), a perda da fungéo

ou eliminacdo de Tregs que expressam TBET resulta em severa autoimunidade.

Guyot-revol et al., 2006 reportaram aumento na porcentagem de células reguladoras em
fluidos do pericardio e pleura, quando comparados com ao CMSP de individuos portadores de
TBa. Boer et al., 2014 demonstraram que a presenca do BCG ativou células CD8" Tregs em
individuos TST+, sugerindo que a presenca de Tregs poderia contribuir no insucesso da

imunizacdo contra a TBa em adultos.

Reportado por Joosten et al., 2007, a estimulacdo de CMSP de individuos PPD- com o
bacilo Calmette ndo foi capaz de induzir a producédo de células reguladoras, indicando que in
Vivo a apresentacdo de antigenos é necessaria na ativacdo da atividade supressora das Tregs.
Apesar de reconhecer os mesmos epitopos de células CD4 efetoras, Tregs sdo originadas de
celulas timicas que exibem TCR distinto destas células (Urdahl, 2014). Logo, a presenca de
Tregs no sitio da infeccdo promoveriam retardo na apresentacdo de antigenos micobacterianos

pois restringem a expansao de células efetoras, estabilizando um nicho para infeccdo cronica.

Neste estudo, o aumento na frequéncia de CD8'Tregs TBETFOXP3" foi
significativamente maior em amostras de TBa infectadas do que de individuos TST-. Ademais,
individuos TBa apresentavam maior frequéncia de CD8"Tregs TBET'FOXP3" que TST- em
amostras ndo infectadas (T0), que in vivo constituiria um nicho de infeccdo em decorréncia da
imunossupressdo e da producéo de INF-y por populagdes TBET" (KOCH ET AL., 2009).

Resultados de Boer et al., 2014 sugerem que a apresentacdo de antigenos via MHC-I
estaria envolvida na ativacdo das Tregs, uma vez que a atividade de CD8" Treg foi induzida por

bacilos vivos apds desafio. Os autores enfatizam que a apresentacdo cruzada de bactérias
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atenuadas a células seria insuficiente, levando a hipotese de que o BCG, uma bactéria

intracelular viva, seria capaz de modificar a via de apresentacao.

Observacdo semelhante foi feita por Akkaya et al., (2019) ao propor que a existéncia de
competicdo antigeno-especifica in vivo entre iTregs ¢ DC’s impedia a apresentagdo destes
antigenos a células naive. Apds 72 horas de transferéncia em estudos de proliferacédo, observou-
se uma fraca inibicdo na proliferacdo de Tnaive Na presenca de células ativadas, ao passo que
uma forte inibi¢do ocorria na presenca de células iTreg. Esses resultados demonstram que a
inibicdo na proliferacdo de células T se dava devido a presenca de células iTreg antigeno-

especificas devido ao contato entre Tregs e DC’s.

Além do mais, a combinagdo dos marcadores CD45Ra e CD27 possibilitaram a
identificacdo de subtipos de memoria. Em relacdo a células CD8" Thaive, Tcm, Tem € Temra,
observou-se que individuos TST+ apresentaram maior frequéncia de Tnaive apés infeccdo com a
cepa HR37RV quando comparadas a células ndo infectadas. Marin et al., 2012 relataram
correlacdo negativa na frequéncia de células Traive € Tcm €m pacientes TST+, fato ndo observado
em individuos TBa e no grupo controle, sugerindo a existéncia de um mecanismo
compensatdrio, uma vez que o desenvolvimento de TBa levaria a reducdo na propor¢éo de

células Tcwm circulantes e aumento de células Thaive.

Tonaco et al., 2017 analisaram a resposta anti-Mtb, bem como a producgéo de citocinas
por CD8" Thaive, TEMRA, Tcm € Tem€m amostras estimuladas e ndo estimuladas pela cepa H37RV
por 144 horas. Entre os resultados observados, os controles e os individuos TST+ néo
apresentaram aumento significante no fendtipo de memoria apds estimulagdo in vitro.
Diferentemente dos dados observados pelo autor, os ensaios aqui demonstrados, individuos
TST- apresentaram maior frequéncia de células Tcm em amostras ndo infectadas quando

comparadas a TBa, e redugdo na frequéncia de células apos infecgéo.

A geracdo deficiente de células Tcwm induzida por células efetoras e exaustas foi relatada
por Lanzavecchia; Sallusto, 2005. Segundo os autores, a interacdo entre 0 TCR, citocinas e
DC’s maduras culminaria em uma robusta estimulac¢do antigénica, com consequente eliminagao
do antigeno e geragdo de células Tem e Tcm em diferentes estigios de diferenciacdo. Em

contrapartida, em infeccdes de carater cronico, a persisténcia do antigeno levaria a proliferacdo
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continua e diferenciagdo terminal de todas as células T, reprimindo a geracdo de células Tcwm, ja
que a estimulacdo ndo foi cessada. Desta forma, na TBa, a estimulacdo cronica das células T a

antigenos bacterianos levaria a redugdo na frequéncia de Tcwm circulantes (MARIN et al., 2012).

Tewm sdo capazes de evadir tecidos periféricos e induzir a eliminacéo de patdgeno através
de atividade citotdxica e secre¢do de citocinas (Henson; Riddell; Akbar, 2012). Sabe-se que
células Tem estdo envolvidas em respostas imediatas (Lanzavecchia; Sallusto, 2005), sendo
que apds o controle da infecgdo e eliminacdo do antigeno, cerca de 90% destas morrem por
apoptose. Neste estudo, individuos TST- apresentaram maior frequéncia de células Tem apés

infeccdo, sendo esta superior quando comparadas a individuos TST+ nas mesmas condices.

A diferenciacdo de células T pode ser definida pela expressdo de CD27 e CD45RA, sendo
consideradas altamente diferenciadas ao exibir CD45RA*CD27-CD28". Uma vez reexpresso o
CD45RA, células CD8 sdo capazes exibir atividade citotoxica ap0s ativacdo e, por nao
expressarem receptores de migracdo, é suposto que estas populaces ndo sejam capazes de
migrar aos LN (Henson; Riddell; Akbar, 2012). Neste estudo, ap6s estimulacdo com a cepa
H37RV, ndo foram observadas alteraces na frequéncia de Temra. Em contrapartida, Caccamo
et al., 2009, através do emprego de ESAT-6, Ag85B, Hsp65, Rv1614, Rv1490 e 16kD,
independente do antigeno utilizado como estimulo, observou que cerca de 60% e 35% das
células CD8 especificas expressavam a isoforma CD45RA em individuos LTBI e TBa,

respectivamente, indicando fendtipo terminalmente diferenciado.

Ressaltamos que a discrepancia observada na resposta especifica ao Mth pode ser
justificada, uma vez que a ativacdo destas células depende do antigeno empregado (Jasenosky
et al., 2015). Logo, acredita-se que durante a infeccdo pelo Mtb, a populacgéo de células TCD8*
especificas mantenham um estagio intermediario de diferenciacdo, caracterizado pela reducéo
do potencial proliferativo e consequente diminuicdo da atividade citotoxica (Caccamo et al.,
2009; Jasenosky et al., 2015). Ressaltamos que a analise aprofundada de receptores de exaustao

e expressdo génica se faz necessaria, uma vez que esta néo foi efetuada em nossos estudos.

Posteriormente, propusemos avaliar a expressao concomitante de TBET e FOXP3 em
populacdes de memoria. Sabe-se que em células CD4" a expressao de TBET e FOXP3 exercem

funces distintas e opostas. Reportado por Koch et al., (2009), ligado ao I6cus ifng, o TBET €
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essencial na producédo de INF-y, ao passo que a expressdao de FOXP3 pode suprimir a expressao
de INF-y. Neste estudo, individuos TST- apresentaram aumento da frequéncia de células Thaive
e Tcm TBET'FOXP3* ap6s infecgdo, ao passo que individuos TBa apresentaram redugdo na
frequéncia de células Tem TBET'FOXP3" em ensaio similar. Em individuos TST-, a expanséo
de Tem e Tcm € essencial na protecdo do hospedeiro, ja que células TBET" sdo capazes de
produzir IFN-y, com consequente contencdo do bacilo (Hu et al., 2012). Durante a TBa, Tewm
antigeno-especificas exibiriam reduzida capacidade citolitica, com incapacidade de conter a
infeccdo (JASENOSKY et al., 2015).

Em estudos desenvolvidos por Urdahl (2014), metade das células CD4 Mtb-especificas
isoladas de pulmdes eram derivadas de tecidos vasculares associados aos pulmdes aos invés do
parénquima dos pulmdes. No tecido, as células T especificas exibiram alta expressao de TBET
e uma robusta producdo de IFN-y, ao passo que as células dos parénquimas expressaram niveis
intermediarios de TBET e IFN-y. Ao transferir células do tecido vascular para outro individuo
infectado, estas células exibiram uma fraca capacidade de migrar aos pulmdes e desempenhar
protecdo (SAKAI et al., 2014; URDAHL, 2014).

Neste estudo, observamos que individuos TST+ apresentam aumento na frequéncia de
células Thaive, Tcm, Tem, Temra TBET FOXP3*, a0 passo que individuos TST- apresentam maior
frequéncia de células Tnaive TBET FOXP3* ap06s a infec¢do. Individuos TBa apresentam maior
frequéncia de células Tcm TBET'FOXP3* sendo observada redugdo gradual nos grupos TST- e
TST+, respectivamente, em amostras ndo infectadas. Koch et al., 2009, visando examinar a
producdo de INF-y em esplenocitos de Foxp3 ap6s estimulagédo in vitro com PMA e ionomicina,
verificaram que uma pequena populacéo de células TBET'FOXP3* era capaz de produzir INF-
Y, a0 passo que em células FOXP3" a producdo de INF-y fora restrita a populagdes TBET™.
Nesse sentido, infere-se que a expressdo de FOXP3 e a producdo de citocinas supressoras
estaria atrelado a capacidade de conter a proliferacdo do bacilo no local da infeccdo, uma vez

que a producdo de INF-y poderia restringir-se a populacées TBET".
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CONCLUSAO

Os resultados aqui apresentados reportam aumento na frequéncia de células CD8 com
fenotipo regulador em individuos portadores da doenca e sensibilizados (LTBI). A presenca de
destas células reguladoras nos sitios da infeccdo podem promover retardo na apresentacéo de
antigenos do Mtb, restringindo a expanséo de células efetoras e contribuindo para a cronicidade
da infeccdo, e consequentemente, contribuindo para dano tecidual. Corroborando com esta
hipotese, durante a doenca ativa, células CD8* apresentaram reducdo na capacidade
proliferativa decorrente da estimulacdo continua. Como consequéncia, a geracao de células de
memoria seria prejudicada, ja que o estimulo ndo foi cessado, além de poderem exibir reduzida
capacidade citolitica, uma vez que a persisténcia do bacilo seria capaz de afetar a funcionalidade

destas células levando a exaustao.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do estudo: CELULAS T REGULADORAS: AVALIACAO DO EFEITO
IMUNOMODULATORIO NA ATIVIDADE MICROBICIDA FRENTE AO DESAFIO

POR Mycobacterium tuberculosis

ENTIDADE EXECUTORA: UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO.
Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Rodrigo Ribeiro Rodrigues — (27) 3335-7210

Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa que tem por objetivo determinar a
influéncia de células da imunidade em resposta a infeccdo pela bactéria causadora da
tuberculose (TB). Sua participagdo neste estudo é voluntaria. Vocé podera deixar o estudo em
qualquer momento. A sua decisdo em ndo participar ou de se retirar do estudo depois do mesmo
jater iniciado ndo ocasionara nenhum problema no tratamento médico de sua doenca ou de seus
familiares em nosso hospital, hoje ou no futuro. Vocé deve tirar todas as dividas que possam

surgir apds vocé ler e ouvir as explicacdes deste termo de consentimento.

Justificativa do estudo

A tuberculose é uma doenca séria que afeta os pulmdes e pode afetar outras partes do seu corpo.
Ela € uma doenca muito comum no Brasil sendo causada por uma bactéria chamada
Mycobacterium tuberculosis. Acredita-se que a susceptibilidade a infeccdo pelo M.
tuberculosis, seja resultante da presenca de uma resposta imune ineficaz contra a bactéria.
Apenas 10% das pessoas infectadas pelo M. tuberculosis irdo apresentar alguma forma da
doenca ao longo da vida, enquanto os 90% restantes dos individuos desenvolvem uma resposta

imune suficiente para eliminar a bactéria ou pelo menos conter a infeccgéo.

Se voceé (seu representante legal) concordar inicialmente em participar do estudo, vocé devera:
1. Informar aos médicos sobre problemas de salde no passado, ou remédios que esteja tomando

no momento.



2. Fazer uma consulta geral que ira incluir entre outras coisas exame fisico, peso, pressao
arterial e frequéncia cardiaca.

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

4. Fazer Raio-X dos pulmdes para avaliar a extensdo da sua tuberculose. Se vocé ja fez um
Raio-X de pulmao ha menos de duas semanas nao sera necessario repetir.

5. Fazer exame do escarro para confirmar se vocé estd mesmo com tuberculose.

6. Fazer exames para avaliar seu estado de saude, ou se vocé possui outras doencas.

Se apds esses exames, ndo houver nada que impeca a participacdo, e se vocé (ou seu
representante legal) ainda quiser participar voluntariamente do estudo, vocé devera:

7. Ceder amostra de sangue (mais ou menos 15 ml).

Confidencialidade

Suas informacgdes pessoais, 0s resultados dos seus exames e 0 seu numero de registro de
participagdo no estudo que sera usado em lugar do seu nome sdo confidenciais. Somente vocé
e as pessoas envolvidas no estudo (médicos, enfermeiras, a Comissdo de Etica em Pesquisa do
Centro Biomédico da Universidade Federal do Espirito Santo) terdo acesso a elas. Algumas de
suas amostras laboratoriais (sangue e escarro) poderdo ser usadas em outros estudos de

Tuberculose. Neste caso sua privacidade tambem serd mantida, conforme prevé a lei brasileira.

Custos

Vocé ndo teréd despesas decorrentes de sua participacdo no estudo. Todos os medicamentos e 0s

exames realizados serdo gratuitos.
Consentimento
Confirmo ter conhecimento do conteddo deste termo. A minha assinatura ou minha impresséo

digital abaixo indica que concordo em participar desta pesquisa e por isso dou meu

consentimento.

Participante da pesquisa



A proposta deste estudo foi devidamente explicitada ao voluntario (seu representante legal),
com plena convicgdo do objetivo, os procedimentos, os riscos e 0s beneficios da participacao
no estudo.

Investigador

Testemunha

Em caso de desconfortos ocasionados pelos procedimentos citados, duvidas em relacéo a este
documento ou durante o desenvolvimento do projeto, vocé podera entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa — CEP da Universidade Federal do Espirito Santo, pelo telefone
(27) 3335-7210 ou e-mail: cep.ufes@hotmail.com.



