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RESUMO

A tuberculose (TB), causada pela infeccdo do Mycobacterium tuberculosis (Mtb)
continua a representar uma séria ameaca para a saude publica. Regimes atuais de
tratamento requerem longa duracéo e seus efeitos toxicos muitas vezes levam a baixa
adeséo, favorecendo o surgimento de cepas multirresistentes. Processos infecciosos
gue resultam na persisténcia antigénica ou sindromes inflamatorias cronicas afetam
as funcbes efetoras de células T antigeno-especificas, reduzindo a capacidade de
proliferarem, produzirem mediadores inflamatorios ou desenvolverem funcdes
citotoxicas. O fendmeno recentemente descrito como exaustao celular, caracterizado
pela alta expressao de receptores tais como PD-1, TIM-3, CTLA-4 e KLRG-1, tem sido
descrito como o principal mecanismo envolvido nesta desativacdo. A severidade de
infeccbes causadas por alguns patégenos como HIV, HBV e HCV ja foram
correlacionadas ao aumento da expressao de alguns destes marcadores, sugerindo
sua importancia na patogénese. Além disso, indicam um potencial marcador preditivo
da eficacia imunologica/terapéutica, que poderia ser mais explorado no contexto da
TB. Neste trabalho objetivamos avaliar a expressdo dos receptores de exaustédo
celular PD-1 e TIM-3 como um potencial alvo de eficacia terapéutica durante o
tratamento quimioterapico contra a Tuberculose Pulmonar Ativa. Nés mostramos
frequéncias mais altas de PD-1 e TIM-3 em pacientes com TB e a consequente perda
da expresséao apos o inicio do tratamento. Simultaneamente foi verificado um aumento
na producao de IFN-y e diminuicdo da producéo de IL-10, o que reflete diretamente
sobre a capacidade microbicida observada nos ensaios. De forma adicional,
observamos uma correlacédo positiva entre a expressao de células T CD8 (TIM3* e
PD1*TIM3*) e a carga bacilar, indicando a correlacdo deste receptor a evolugéo
clinica. Nossos resultados ampliam o conhecimento para o desenvolvimento de novas
estratégias e de diagnostico preditivo de eficacia terapéutica, que podem ser mais

explorados para o auxilio da eliminacéo da tuberculose no mundo.

Palavras-chave: Tuberculose. Exaustdo Celular. Tratamento Anti-tuberculose.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) infection caused by Mycobacterium tuberculosis (Mtb) continues to
represent a serious risk to public health. Current treatment routines require long period
of care and also are toxic, which often lead to low adhesion and increase of multidrug-
resistant strains. Infectious processes that result in antigen persistence or even chronic
inflammatory syndromes affect the effector function of antigen-specific T cells reducing
its ability to proliferate and to produce inflammatory mediators and develop the
cytotoxic functions. The phenomenon described as cell exhaustion, which is
characterized by a high expression of PD-1, TIM-3, CTLA-4 and KLRG-1 receptors has
been described as the main mechanism involved in this immune deactivation. In
addition, the severity of infections caused by pathogens such as HIV, HBV and HCV
are correlated with increased expression of these markers, which suggest their
association in the pathogenesis and also indicate a potential target as predictive
marker of immunologic/therapeutic efficacy. In this work we aimed to evaluate the
expression of the cell exhaustion receptors PD-1 and TIM-3 as a potential target for
therapeutic efficacy during chemotherapy against active pulmonary Tuberculosis. We
showed higher frequencies of PD-1 and TIM-3 in patients with TB and the consequent
loss the expression after treatment initiation. Moreover, we observed an significant
increase of IFN-y and decreased IL-10 production, which directly reflected on the
microbicidal capacity observed in the whole blook killing assay. Additionally a positive
correlation between TIM3* and PD1*TIM3* expression in CD8 T cell and bacillary load
was observed indicating a possible association of this receptor to clinical evolution.
Our results extend the knowledge for development of new strategies in predictive
diagnosis and therapeutic efficacy for TB, which may be exploited to elimination of

tuberculosis.

Keywords: Tuberculosis, Immune exhaustion, Anti-tuberculosis treatment.
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1. INTRODUCAO

A tuberculose é caracterizada como um grande problema de saude publica com
magnitude mundial, principalmente nos paises em desenvolvimento, onde contabiliza-
se que um terco da populacdo mundial esteja infectada pelo bacilo causador desta
enfermidade incidindo em, aproximadamente, 9 milhées de novos casos no mundo
(WHO, 2014).

A Tuberculose € uma doenca infecciosa ocasionada pelo complexo
Mycobacterium tuberculosis através da inalacdo dos bacilos, de modo que a
transmissao necessita de hospedeiros humanos para sua sobrevivéncia, acometendo
0 organismo através do trato respiratorio, onde normalmente se estabelece a infeccéo
(GOLDMAN e AUSIELLO,2005).

Uma caracteristica peculiar do Mycobacterium tuberculosis € sua estratégia de
sobrevivéncia, ja que, devido ao seu crescimento lento, o bacilo consegue se manter
em estado de laténcia fisiolégica durante anos sem se reproduzir. Essa caracteristica
tem grande importancia na clinica médica, pois, a tuberculose é frequentemente
desenvolvida através da reativacdo de uma infeccdo antiga, subclinica, ocorrida hi
varios anos antes (COLSTON e COX, 1999; MADEGAN e PARKER, 1994).

Assim, uma vez nos pulmdes, os bacilos do M. tuberculosis entram em contato
com células fagocitarias do hospedeiro ativando eventos de sinalizacdo entre as
bactérias e os macrofagos alveolares (BRENNAN, 2003).

Bactérias do género Mycobacterium spp. apresentam uma ampla diversidade de
polimeros complexos em 60% da parede celular, contribuindo para a dificuldade no
combate a doencas micobacterianas por revestir o microrganismo com resisténcia
inata a agentes terapéuticos e as defesas do hospedeiro (BEATTY et al., 2000;
KOLATTUKUDY et al., 1997; NIKAIDO; JARLIER, 1991; RASTOGI, 1994).

Nesse ambiente, os bacilos da tuberculose conseguem modular o sistema
imunoldgico do hospedeiro a partir da liberacdo de elementos de sua parede celular e
subsequente trafico do fagossoma micobacteriano, representando um possivel
mecanismo através do qual o M. tuberculosis influencia o ambiente dentro dos focos
de infeccdo (BEATTY et al., 2000; KOLATTUKUDY et al., 1997).

Diante disto, a sobrevivéncia das micobactérias no interior dos macréfagos é um
dos principais focos de pesquisa na atualidade, uma vez que estas bactérias ndo

apenas sdo capazes de se ambientarem ao sistema do hospedeiro, como tambéem
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interferem ativamente na maquinaria de sinalizacdo da célula hospedeira,
neutralizando ou inibindo parte do mecanismo utilizado pelos macréfagos que matam
as bactérias (HESTVIK; HMAMA; AV-GAY, 2005).

A caracteristica de uma resposta imunologica competente é a geracao de células
efetoras que eliminam as células infectadas e/ou secretam citocinas que suprimem a
replicagéo de agentes patogénicos, bem como o recrutamento de outros elementos
dessa resposta a fim de estimular a eliminacdo destes patdogenos. No entanto,
emergentes evidéncias sugerem que algumas condicOes desfavoraveis a resposta
imunoldgica ocorrem com a estimulacdo antigénica crénica ou devido a inflamacéo
persistente exprimindo na perda da funcao das células T efetoras durante a infeccédo
cronica, cujo fendbmeno é conhecido como Exaustao (YI; COX; ZAJAC, 2010).

Diante disto, a exaustdo de células T se desenvolve sob condi¢cdes de persisténcia
do antigeno, causada por uma infeccdo crénica através da exposi¢do a uma alta carga
antigénica, sendo associada a um programa molecular e fenotipico caracteristico na
superficie celular, cujo estimulo pode ser gerado por diversos agentes patogénicos,
tais como o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), virus da hepatite B (HBV), virus
da hepatite C (HCV), assim como em condi¢gdes em que o0 organismo esta submetido
a uma estimulagdo antigénica crénica de uma infec¢éo subclinica persistente, o qual
pode induzir exaustdo de células T e contribuir inclusive para a patogénese da
tuberculose (SANCHEZ-FUEYO e MARKMANN, 2016; JAYARAMAN et al., 2016;
WHERRY, 2011; YI; COX; ZAJAC, 2010).

Estudos recentes tém constatado que a expressao de receptores inibidores esta
associada com a funcdo comprometida de células T antigeno-especificas em
pacientes com infec¢des cronicas ou cancer, onde células T especificas ao patégeno
permanecem sem resposta a estes antigenos e persistem em um estado de exaustédo
nao funcional (JIN et. al, 2010; NGUYEN e OHASHI, 2015).

As atuais informacfes de sucesso terapéutico antituberculose baseia-se,
principalmente, na resposta clinica favoravel ao tratamento e na negativacdo da
cultura do M. tuberculosis apds o segundo més do uso do quimioterapico (HENAO-
TAMAYO et al., 2011).

Até o presente momento nenhum marcador celular estd sendo utilizado como
referéncia na indicacdo de eficécia terapéutica da tuberculose. Logo, a presenca de
marcadores relacionados com a recuperacao das funcdes efetoras e a exaustao

imunoldgica de linfocitos TCD4 e TCD8, bem como de mondcitos, poderia ser
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empregada como uma importante ferramenta no entendimento dos processos de
evolugcdo e cura da tuberculose, além de ser um excelente método de
acompanhamento de eficacia do regime quimioterapico.

Em suma, a busca por marcadores que possam fornecer elementos seguros para
diferentes estagios da doenca tuberculose contribuiria significativamente para a
gestdo clinica bem como para os ensaios clinicos de novos medicamentos contra a
tuberculose. Além disso, a possibilidade de uma ferramenta que possa revelar a
eficacia do tratamento e prognostico clinico € de importancia substancial e precisam
ser intensificados, principalmente para o desenvolvimento de novas estratégias

terapéuticas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.BREVE HISTORICO DA TUBERCULOSE

A tuberculose (TB) acomete a humanidade h& pelo menos cerca de 8.000 anos
(HERZOG, 1998; ZAJACZKOWSKI, 2012). Até a metade do século XIX ndo se
reconhecia o carater infectocontagioso da tuberculose, atribuindo-se a doenca
diversas causas como a hereditariedade, aos miasmas e a outros determinantes
ambientais e sociais, tendo como principal argumento a favor dessas crencas a
agregacao familiar (COMSTOCK, 1994).

E certo que a tuberculose esteve presente antes do inicio da histéria registrada e
foi relatada com diferentes nomes durante os séculos. A doenca foi conhecida como
tisica e consumpcédo de Hipdcrates até o século XVIII, morte branca e grande peste
branca durante o século XIX, e outros nomes que evocou o desespero e o horror da
doencga, como o “ladrao da juventude”, o “Capitao de todos estes homens de Morte”,
a tosse cemitério e o “Mal do Rei”. Durante os séculos XVIII e XIX se tornou uma
epidemia na Europa ocasionando milhées de mortes (DANIEL, 2006; DORMANDY,
1999; HERZOG, 1998).

Supde-se que Hipdcrates tenha sido o primeiro a estabelecer o entendimento
sobre a doenca bem como sua apresentacdo clinica, no qual reputava que a
tuberculose era uma doenca natural referindo-se a esta enfermidade como “tisica”
devido ao esgotamento fisico préprio da doenca. Em seus relatos, descreve a
enfermidade como “doenca de consumpc¢ao extrema, de caquexia, e clinicamente
caracterizada por febre, tosse, expectoracdo, hemoptises, dor toracica posterior e
desnutricdo” (ALMEIDA, 1995; DANIEL, 2006; SMITH, 2003).

Hipocrates classificou a tuberculose como sendo uma moléstia hereditéria,
enunciando que “todo tisico nasce de outro tisico” e ainda definiu o perfil especifico
de um tuberculoso, referindo que a doenca acomete preferencialmente os homens,
com idade entre dezoito e trinta e cinco anos, de pele entre o palido e o amarelado,
escapulas proeminentes e abundantes pituitas reconhecendo claramente a predilecao
dos jovens adultos para a tuberculose pulmonar ativa (ALMEIDA, 1995; COAR, 1982;
DANIEL, 2006).

Desde entédo, a compreensédo acerca da tuberculose foi se expandindo. Em 1546,

Girolamo Fracastoro mencionou pela primeira vez a no¢ao de contagio da tuberculose
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dissociando-o0 da magia ou de miasmas, relacionando as infeccfes a presenca de
agentes, que, uma vez instalados, se multiplicavam e transmitiam as doencas
(BLOOM e MURRAY, 1992); em 1679, Franciscus Sylvius descreveu os nodulos
pulmonares caracteristicos como "tubérculos”, observando sua evolucdo para
cavidades (uUlceras pulmonares), no entanto, praticamente todos os grandes
patologistas, incluindo Rudolf Virchow, acreditavam que a doenca era constitucional,
uma forma de tumor ou glandula anormal, e nédo infecciosa (BLOOM e MURRAY,
1992; CASTIGLIONI, 1933).

Em 1722, especulagbes plausiveis a respeito da natureza infecciosa da
tuberculose foram feitas por Benjamin Marten, que propds que a causa da tuberculose
eram organismos microscopios (animaliculae) ou suas sementes, prejudiciais a nossa
natureza, e que podem ser transmitidos pela respiracdo de um tuberculoso que os
expele de seus pulmbes, podendo ser capturados por uma pessoa sadia (BLOOM e
MURRAY, 1992; CASTIGLIONI, 1933).

No entanto, devido as suas variadas formas de manifestacdo, as lesdes eram
consideradas como doencas diferentes, logo, em 1819, o francés Rene Laénnec,
inventor do estetoscopio, foi o primeiro a reconhecer a unidade de manifestacdes da
doenca aparentemente distintas. Laénnec verificou durante as autopsias que as
lesbes caracteristicas encontradas nos pulmdes, os tubérculos, ha muito associadas
com a tuberculose, também estavam localizadas na coluna vertebral, nos intestinos e
nos ganglios linfaticos, de modo que o mesmo processo patoldgico acontecia em todo
o corpo (BLOOM e MURRAY, 1992; MEDCALF et al., 2013).

Somente em 1882, o médico e bacteriologista alemao e proponente da teoria dos
germes Robert Koch publicou a sua descoberta concluindo que a causa da doenca
era a infeccao por um microrganismo especifico que ele isolou (MEDCALF et al., 2013;
SAKULA, 1982).

Koch desenvolveu técnicas de cultura artificial que lhe permitiram observar
mudancas em bactérias ao longo do tempo. Ele concluiu que a inoculagdo em cOrnea
de coelho com um fluido repleto de bactérias causou alteracdes no humor aquoso: o
fluido translicido tornou-se turvo com bactérias. Logo, ele identificou o humor aquoso
como um meio eficaz para cultura de bactérias (BLENVIS e BRONZE, 2010; KOCH,
1882).

Além disso, ele desenvolveu técnicas extremamente refinadas de microscopia e

de aplicacdo de corantes como eosina, fucsina, safranina e violeta de metila para a
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visualizacdo das bactérias e estudo de caracteristicas morfolégicas sutis (BLENVIS e
BRONZE 2010; KOCH, 1882).

Koch detectou o bacilo no escarro e em cavidade pulmonar de tuberculosos. Ele
descobriu que podia induzir a doenca em animais saudaveis inoculando-os com
expectoracédo infectada, logo, concluiu que o escarro era a principal fonte de
transmissdo da doencga, e que o0s pacientes com tuberculose pulmonar ou laringea
gue expectoravam grandes quantidades de bacilos eram particularmente infecciosos.
Embora ndo houvesse multiplicacdo dos bacilos fora de um hospedeiro vivo, no
escarro seco era observado sua patogenicidade por semanas. Por conseguinte, a
eliminacdo adequada de escarro infectado e a descontaminagdo do meio ambiente
foram essenciais para a prevencao da doenca (BLENVIS e BRONZE 2010; KOCH,
1882).

Através de seus achados foram possiveis a adocao de estratégias de prevencao
e transmissao, sendo adotadas praticas como a esterilizacdo de roupas e lencais, e a
restricdo da escarradura em locais publicos foi imposta (BLENVIS e BRONZE 2010;
KOCH, 1882; KOCH, 1932).

Progredindo nos achados acerca da tuberculose, em 1943, cerca de 60 anos apds
a descoberta do bacilo da tuberculose, Selman Waksman na Rutgers University,
descobriu o primeiro agente antituberculose eficaz, a estreptomicina, que no ano
seguinte foi utilizada pela primeira vez em uma paciente com tuberculose obtendo
sucesso no tratamento, sendo, finalmente, declarada a cura para a doenca
(KESHAVJEE e FARMER, 2012).

Em 1948, o primeiro ensaio clinico em grande escala foi realizado, no entanto,
observou-se que muitos pacientes foram curados, porém, uma proporcao substancial
teve uma recaida devido a resisténcia a estreptomicina. Desta forma, neste mesmo
ano, dois novos agentes antituberculose, tiacetazona e acido para-amino-salicilico,
comecaram a ser comercializados, tendo em vista que, quando qualquer um destes
farmacos foi administrado com estreptomicina, as taxas de cura aumentaram e
diminuiram a resisténcia adquirida aos antibiéticos (CROFTON e MITCHISON, 1948).

A busca por novas drogas para o tratamento da doenca continuou e em 1951, a
isoniazida foi testada no Sea View Hospital, em Nova York, melhorando drasticamente
os resultados clinicos sendo prontamente introduzida para uso. Em seguida, foram
desenvolvidas outras drogas: pirazinamida (1952), cicloserina (1952), etionamida
(1956), rifampicina (1957), e etambutol (1962) (KESHAVJEE e FARMER 2012).
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E fato que com o desenvolvimento de drogas que combatiam a tuberculose, o
otimismo que esta doenca logo seria eliminada ndo era restrito a paises ricos
(KESHAVJEE e FARMER 2012). Entretanto, passados pouco mais de 130 anos da
descoberta do bacilo de Koch como causador da tuberculose e 70 anos da descoberta
da estreptomicina e outras drogas para seu tratamento, esta doenga permanece como
um grave problema de saude publica, sendo atualmente classificada como a segunda

principal causa de morte provocada por doencas infecciosas em todo o mundo.

2.2EPIDEMIOLOGIA DA TUBERCULOSE

Apesar do otimismo dos anos 1960 e 1970 em relacdo a possibilidade do controle
da tuberculose, diante da reducéo continua de sua incidéncia em quase todo o0 mundo,
levou-se a acreditar que a tuberculose estava proxima de ser erradicada. No entanto,
a tuberculose (TB) continua sendo um dos maiores desafios de salude publica em todo
o0 mundo (CHAIMOWICZ, 2001; VAN-LUME et al., 2008).

Tal episédio sucedeu, em especial, devido ao surgimento de novas cepas de M.
tuberculosis resistentes aos multiplos quimioterapicos utilizados no tratamento dessa
doenca, as infeccbes concomitantes com a Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida
(SIDA) ocasionada pelo virus HIV, bem como da ineficiéncia dos programas de
controle da tuberculose e do declinio das condi¢des socioecondmicas da populacao
(CROFTON, 1992; LEROY et. al, 1997).

Neste contexto, o cenério da tuberculose mundial conecta-se, entre outros, aos
seguintes fatores: empobrecimento da populacéo; desigualdade social; advento da
endemia do virus HIV; aumento dos indices de migracfes internas e externas;
envelhecimento da populacdo mundial; elevadas taxas de abandono ao tratamento e
0 aparecimento da resisténcia a multiplos medicamentos antituberculose (BRASIL,
2002).

Apesar de ser uma doenca potencialmente passivel de ser prevenida e curavel, a
tuberculose é ainda nos dias de hoje um grande problema de saude publica de
relevancia mundial, principalmente nos paises em desenvolvimento, tendo em vista
que a prevaléncia global da tuberculose concentra-se em 22 paises prioritarios
responsaveis por aproximadamente 80% do total de casos novos estimados. Sao eles:
Afeganistao, Bangladesh, Brasil, Camboja, China, Republica Democrética do Congo,

Etiépia, India, Indonésia, Quénia, Mocambique, Miammar, Nigéria, Paquistio,
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Filipinas, Federacdo Russa, Africa do Sul, Tailandia, Uganda, Tanzania, Vietna e
Zimbawe (WHO, 2014).

Em 2013, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) destacou a tuberculose (TB)
como uma importante doenca infecciosa em todo o mundo, estimando-se que um
terco da populacdo mundial esteja infectada pelo bacilo da tuberculose e que
anualmente ocorrem aproximadamente 9 milhdes de novos casos no mundo,
correspondendo a uma taxa de incidéncia de 126 casos por 100.000 habitantes. Em
geral, a maioria do nimero estimado de casos, nesse ano, ocorreu na Asia (56,0%) e
Africa (29,0%), menor propor¢do na regido do Mediterraneo Oriental (8,0%), na
Regido Europeia (4,0%) e na Regido das Américas (3,0%) (figura 1) (WHO, 2014).
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Figura 1 - Taxa de Incidéncia estimada de tuberculose , 2013.
Fonte: World Health Organization, 2014 (p. 18)

Ainda segundo a OMS, em 2013, ocorreram cerca de 1,5 milhdes de mortes
por tuberculose, sendo 1,1 milhdes entre os HIV-negativos e 0,4 milhdes entre
pessoas coinfectadas pelo virus HIV e tuberculose, sendo estas ultimas mortes
classificadas como decorrentes do HIV (WHO, 2014).

O Brasil ocupa a 162 posicdo em numero de casos, entre 0s 22 paises
responsaveis por 80% do total de casos no mundo. De acordo com os dados do
Ministério da Saude (MS), em 2014, foram diagnosticados 67.966 casos novos de
tuberculose, com uma taxa de incidéncia de 33,5 casos por 100.000 habitantes e, no

periodo de 2003 a 2013, foram registrados, em média, 4.700 6bitos por ano, sendo a
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taxa de mortalidade, nesse ultimo ano, de 2,3 por 100.000 habitantes (BRASIL, 2011b;
BRASIL, 2015; HIJAR et al., 2014).

O quadro epidemiolégico da tuberculose no Espirito Santo se aproxima da média
nacional apresentando uma taxa de incidéncia de 31,1 por 100.000 habitantes e taxa
de mortalidade de 2,1 6bitos por 100.000 habitantes, ocupando a 152 posi¢cdo em
namero de casos entre os 26 estados brasileiros e o Distrito Federal (SECRETARIA
DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2014).

2.3 AGENTE ETIOLOGICO E SEUS MECANISMOS DE TRANSMISSAO

A Tuberculose é uma doenca infecciosa provocada pelo complexo Mycobacterium
tuberculosis. Desta forma, se trata de infeccdo bacteriana cronica causada pela
inalacdo das micobactérias, que, normalmente, afeta os pulmdes, podendo também
atingir qualquer outro 6rgdo ou sistema do organismo (GOLDMAN e
AUSIELLO,2005).

Bactérias deste género sao bacilos aerdbios imoéveis, sem flagelos, intracelular
facultativo, ndo formadores de esporos nem produtores de toxinas, capazes de
sobreviver e de se multiplicar no interior de células fagocitarias (KONEMAN et al.,
2001).

A morfologia celular tipica do M. tuberculosis € a de um bacilo delgado,
ligeiramente curvo, que mede de 1 —4 um de comprimento por 0,3 — 0,6 um de largura.
Possuem longo periodo de duplicacdo (16 a 20 h), sédo corados em vermelho intenso
pela coloragdo de Ziehl-Neelsen, sendo classificadas como micobactérias néo
pigmentadas de crescimento lento. Seu crescimento € dependente da disponibilidade
de oxigénio, nutrientes e pH, devido a isso, para serem cultivados in vitro séo
necessarios uso de meios enriquecidos, sélidos ou liquidos, como Lowenstein-Jensen
e Middlebrook 7H10 ou 7H11. As colbnias apresentam aspecto rugoso, nao
pigmentado, cor camurca apos 14 a 28 dias de incubacgéo a 37 °C (ADLER; STRAUB,;
FREI, 2005; CRUMP et al. 2003; KONEMAN et al., 2001; VAN-LUME et al., 2008).

A parede celular dos bacilos € rica em lipideos, formando uma superficie
hidrofébica, a qual os torna resistentes a muitos desinfetantes e corantes comuns de
laboratorios. Dificilmente coram-se pelo método de Gram devido as caracteristicas da
sua parede celular. O complexo de &cidos micdlicos, arabinogalactanas, e

peptidoglicana que compdem a parede celular, constituem uma barreira periférica
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hidrofébica, que durante a coloracdo por Ziehl-Nielsen retém a fucsina, ndo sendo
descorados pelo alcool-4cido, caracterizando-os como bacilos alcool-acido
resistentes (BAAR). Os acidos micélicos (acidos graxos de cadeia longa) encontrados
na parede celular parecem ser o suporte molecular da alcool-acido-resisténcia
(ADEREM e UNDERHILL, 1999; KONEMAN et al.,, 2001; MADEGAN e PARKER,
1994; VAN-LUME et al., 2008).

Além dessas caracteristicas, o agrupamento dos bacilos formando ramos longos
e tortuosos conhecidos como cordas, € peculiar da espécie M. tuberculosis, e estdo
diretamente envolvidos em sua patogenicidade. Essa caracteristica foi descrita em
1950 e é originada devido ao composto 6-6’ -dimicotil-treolase (TDM) (BLOCH, 1950),
substéancia secretada em maior concentracdo pelo M. tuberculosis no interior dos
macrofagos. Tal substancia néo € toxica para o patégeno e possui funcdo protetora
uma vez que evita a sua destruicdo pelos macrofagos, atuando sobre a atividade das
mitocbndrias, onde € capaz de inibir a respiracdo e a fosforilagdo oxidativa (LIMA et
al. 2001; RAJNI; RAO; MEENA, 2011).

Outro fator peculiar apresentado pelo M. tuberculosis € sua estratégia de
sobrevivéncia, ja que, devido ao seu crescimento lento, o bacilo consegue se manter
praticamente inativo no interior do hospedeiro, permanecendo em estado de laténcia
fisiologica durante anos sem se reproduzir. Essa caracteristica apresenta grande
relevancia na clinica médica, uma vez que, a tuberculose, é frequentemente
desenvolvida através de uma reativacdo de uma infec¢do antiga, subclinica, ocorrida
hé& vérios anos antes (COLSTON e COX, 1999; MADEGAN e PARKER, 1994).

Quanto a sua transmisséo, o M. tuberculosis necessita de hospedeiros humanos
para sua sobrevivéncia, de modo que, sua entrada no organismo se da através do
trato respiratorio, onde, normalmente, se estabelece a infec¢cdo (SCHLUGER; ROM,
1998).

A transmissao ocorre pela via respiratoria através da inalacao de bacilos contidos
na fala, tosse ou espirro de individuos que apresentem a doenca clinicamente ativa,
gue disseminam nucleos secos de goticulas — denominado de nucleo de Wells — com
diametro menor que 5 um e contendo de 1 a 3 bacilos que conseguem atingir os
bronquiolos, e ai iniciar a sua multiplicacdo (EDWARDS e KIRKPATRICK, 1986;
RAJA, 2004; SALGAME, 2005). Os adultos infectados com mais de 5.000 bacilos/ml
no escarro tém grande capacidade de transmissdo da tuberculose (AIT-KHALED;
ENARSON, 2003).
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Apéds a transmissdo, o estabelecimento da infeccdo ativa depende de vérios
fatores associados ao bacilo, como a viruléncia da cepa infectante e a quantidade de
bacilos viaveis que atingem o pulméo, quanto fatores associados ao hospedeiro, como
a predisposicdo genética e o grau de ativacdo do sistema imunolégico (COLLINS e
KAUFMANN, 2001; VAN-LUME et al., 2008).

2.4IMUNOPATOGENESE

Apesar de ser causada por um microrganismo simples, a tuberculose é uma
doenca multifatorial com um amplo espectro de vias efetoras antimicrobianas durante
as diferentes fases da infeccdo, que vao desde respostas imunoldgicas precoces,
imunidade inata, até respostas imunoldgicas tardia e imunidade adaptativa
(BRIGHENTI e LERM, 2012; VAN CREVEL et al., 2002).

Moléculas efetoras, em especial, lipideos, proteinas e lipoglicanos (como
lipoarabinomanano - LAM), presentes na parede celular do bacilo ativam eventos de
sinalizacao entre as bactérias e os macrofagos alveolares (BRENNAN, 2003).

Logo, uma caracteristica de Mycobacterium spp. € a presenca de uma ampla
diversidade de lipideos complexos originais, que constitui 60% da parede celular,
dentre eles destacam-se polissacarideos, glicopeptideos, lipopeptideos, fosfolipideos,
sulfolipideos e outros lipideos complexos (RASTOGI, 1994). Assim, esta matriz de
baixa permeabilidade e rica em lipidos contribui para a dificuldade no combate a
doencas micobacterianas por revestir 0 microrganismo com resisténcia inata a
agentes terapéuticos e as defesas do hospedeiro (BEATTY et al., 2000;
KOLATTUKUDY et al., 1997; NIKAIDO; JARLIER, 1991).

Desta forma, os bacilos sdo capazes de modular o sistema imunoldgico do
hospedeiro a partir da liberagédo de componentes de sua parede celular e subsequente
trafico do fagossoma micobacteriano, representando um possivel mecanismo atravées
do qual o M. tuberculosis influencia o ambiente dentro dos focos de infecgédo (BEATTY
et al., 2000; KOLATTUKUDY et al., 1997).

Por conseguinte, lipideos micobacterianos sédo mediadores ideais para subverter
as funcdes microbicidas do hospedeiro estando envolvidos com a atividade biologica,
tais como a supresséao da proliferagéo de células mononucleares do sangue periférico,

a inducao de citocinas e a exacerbacgao da resposta granulomatosa (BEATTY et al.,
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2000; LEE; HARTMAN: KORNFELD, 2009; WILLIAMS; WILLIAMS, 1983: ZAHRT,
2003).

Esta resposta foi descrita ha mais de cem anos por Virchow é um substrato
morfolégico de muitas doengas infecciosas, incluindo a tuberculose, sendo os
granulomas sua marca principal, resultado de uma estimulagao antigénica cronica em
que as células do sistema fagocitico mononuclear sdo predominantes, dentre elas,
macrofagos, células epitelidides e células gigantes multinucleadas, que se
agregagram em lesdes focais bem demarcadas,sedo também compostos por outras
células, especialmente os linfécitos, células plasmaticas e fibroblastos (BEATTY et al.,
2000; LEE; HARTMAN; KORNFELD, 2009; WILLIAMS; WILLIAMS, 1983; ZAHRT,
2003).

A vista disso, a primeira fase comeca com a inalacdo de bacilos da tuberculose,
culminando no primeiro acontecimento na relacdo do patégeno com o hospedeiro que
é a fagocitose por macréfagos alveolares, estando diretamente envolvida na evolucéo
da doenca, representando a primeira linha de defesa celular contra a invasao
microbiana. Os processos envolvidos na fagocitose incluem a ligagdo da bactéria na
célula hospedeira, internalizacéo, e, finalmente, a inibicdo do crescimento ou morte
(HESTVIK; HMAMA; AV-GAY, 2005; KAUFMANN, 2006; SCHLUGER; ROM, 1998).

Desta maneira, a infeccao inicial por M. tuberculosis leva rapidamente a ativacéo
de macroéfagos alveolares, a indugéo de citocinas, que sédo responsaveis por limitar o
crescimento dos organismos fagocitados, e o recrutamento de leucdcitos adicionais a
partir da circulacao periférica (FENTON e VERMEULEN, 1996).

A resposta imunoldgica inata desempenha um papel importante na protecao contra
a tuberculose, uma vez que proporciona a primeira linha de defesa contra o agente
patogénico, sendo capaz de eliminar a infeccdo, em muitos casos, se ativado
corretamente, de modo que macrofagos alveolares fagocitam o bacilo e, muitas vezes
conseguem destrui-los (DHEDA et al., 2010; VAN CREVEL et al., 2002).

Isto posto, a imunidade a infeccdo por M. tuberculosis envolve a inducdo de uma
resposta imunolégica mediada por células, em que células T produtoras de IFN-y
ativam os mecanismos de defesa bacterianas de macréfagos infectados, de modo que
a via de sinalizacéo e os mecanismos efetores do IFN-y séo cruciais para destruir ou
conter a infeccdo micobacteriana. As células T CD4* secretam IFN-y para ativar

macroéfagos infectados e induzir fungdes microbicidas. As células T CD8* e células
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Natural killers também produzem IFN-y em resposta a infeccdo por M. tuberculosis.
(COOPER et al., 1993; SAUNDERS; FRANK; ORME, 1999).

Isto ocorre devido as interagbes entre M. tuberculosis e células do sistema
imunologico inato e adaptativo que resultam na secrecdo de quimiocinas e citocinas,
as quais IFN-y e fator de necrose tumoral (TNF) sé@o particularmente importantes na
tuberculose. Entre os seus muitos efeitos, IFN-y desempenha um papel importante na
ativacdo de macrofagos aumentando a expressao de moléculas de MHC de classe I,
resultando na otimizacédo da apresentacao de antigenos para as células T (HARDING;
BOOM, 2010).

Nesta fase, eliminacao dos bacilos depende da capacidade microbicida intrinseca
de fagocitos do hospedeiro e fatores de viruléncia das micobactérias fagocitadas,
incluindo aqueles envolvidos em respostas ao estresse oxidativo e nitrosativo,
estratégia utilizadas para neutralizar as acdes antimicrobianas dos macrofagos
subvertendo a progressdo normal do compartimento fagossomal impedindo a
maturacdo de um fagolisossomo ativo e inibicdo de apoptose (DANNENBERG, 1989;
FORRELLAD et al., 2013).

Assim, a resposta do hospedeiro inicial pode ser completamente eficaz e matar
todos os bacilos, de tal forma que o paciente ndo apresentara nenhuma chance de

desenvolver tuberculose em qualquer momento no futuro (SCHLUGER; ROM, 1998).

No entanto, M. tuberculosis evoluiu estratégias para manipular o macréfago,
desenvolvendo varios mecanismos para evitar o ambiente hostil do macréfago,
permitindo sua sobrevivéncia intracelular e replicacdo (HESTVIK; HMAMA; AV-GAY,
2005; KAUFMANN, 2001; MEENA; RAJNI, 2010). Estes mecanismos de
sobrevivéncia incluem o desencadeamento de uma resposta anti-inflamatoria, o
bloqueio na producéo de intermediarios reativos de oxigénio nitrogénio, e a reducao
da acidificacdo do fagossoma contendo M. tuberculosis (SASINDRAN; TORRELLES,
2011).

Isto se deve a producéo citocinas anti-inflamatérias (reguladoras), tais como IL-10
e TGF-B que também podem ser produzidas por macréfagos infectados com M.
tuberculosis, pois regulam negativamente as citocinas pro-inflamatorias, a proliferacéao
e a ativacao de células T, equilibrando a resposta entre a erradicacao bacteriana e a
sobrevivéncia do hospedeiro (FLYNN; CHAN; LIN, 2011; VAN CREVEL et al., 2002).
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IL-10 inibe a resposta imunoldgica protetora para agentes patogénicos através do
blogueio da producao de citocinas pro-inflamatorias, tais como TNF-a e IL-12, citocina
gue polariza a resposta para o padrao Thl , atuando diretamente sobre as células
apresentadoras de antigenos, tais como macrofagos e células dendriticas
(GAZZINELLI et al., 1992; REDFORD; MURRAY; O'GARRA, 2011).

Além disso, IL-10 também pode inibir a fagocitose e morte microbiana através de
limitacdo da producéo de intermediarios reativos de oxigénio e de nitrogénio, em
resposta ao IFN-y, todos os quais sdo fundamentais para mediar a imunidade contra
patégenos intracelulares (GAZZINELLI et al., 1992; MOORE et al, 2001; REDFORD,;
MURRAY; O'GARRA, 2011).

Estudos de tuberculose humana sugerem um papel potencial para a IL-10 na
patogénese da tuberculose destacando as duas fontes, inata e adaptativa durante a
doenca, tornando-se plausivel que a fonte celular de IL-10 € dindmica e é provavel
que depende da fase da infeccdo e localizacdo anatdbmica da tuberculose. Tais
estudos também sugerem que durante a infec¢ao crénica, a producéo de IL-10 a partir
de fontes tanto inata quanto adaptativa pode inibir respostas protetoras no padrdo Thl
através de uma acao indireta em macréfagos ou células dendriticas, e embora
funcionando para limitar a imunopatologia, pode resultar em infeccdo cronica.
(AWOMOYI et al., 2002; REDFORD; MURRAY; O’'GARRA, 2011).

Desta forma, o sistema imunoldgico inato é também um pré-requisito para a
patogénese micobacteriana. Composto por barreiras anatbmicas, como a pele, o
sistema complemento e varios tipos de células imunitarias inatas, permite a interacao
dos bacilos com um certo nimero destas células e liga-se a receptores na sua
superficie celular capazes de reconhecer os componentes micobacterianos (DHEDA
et al., 2010).

A interagdo entre a imunidade celular ocorre num ambiente fluido
contendo uma grande variedade de mediadores inflamatoérios, que apresentam um
grande impacto sobre a capacidade do corpo para conter a infeccdo com éxito
(MORTAZ et al., 2012). Logo, o exsudato precoce contém fatores quimiotaticos que
atraem mondacitos circulantes, neutrdéfilos e linfocitos, nenhum dos quais consegue
eliminar as bactérias de forma muito eficiente (FENTON e VERMEULEN, 1996).

Assim, mondcitos sanguineos e outras células inflamatérias séo recrutadas para o

pulmédo (segunda fase). Estes mondcitos diferenciam-se em macréfagos que irdo
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prontamente fagocitar a fim de elimina-las (KORBEL; SCHENEIDER; SCHAIBLE,
2008).

Esta fase da infeccdo € caracterizada pelo surgimento de imunidade mediada por
células e a formacéo de granulomas, ond também ocorre o cresimento bacteriano sob
danos teciduais limitados. Por 6-8 semanas ap0s a infeccdo, células dendriticas
apresentadoras de antigenos seguem para os ganglios linfaticos, onde os linfocitos T
sao ativados e recrutados, migrando para o local da infeccao ocorrendo a proliferacéo
destas células formando uma fase precoce do granuloma, em que macréfagos
tornam-se ativado para matar micobactérias intracelulares (SASINDRAN;
TORRELLES 2011; ULRICHS; KAUFMANN, 2006).

No entanto, a continua ativacéo de linfécitos T conduz a formacé&o de granulomas,
gue marcam a fase de persisténcia da infeccédo (laténcia), em que o crescimento e
propagacdo de bactérias em locais de tecido adicionais sé@o limitados. Nesta fase,
mais de 90% das pessoas infectadas permanecem assintomaticas, de modo que o M.
tuberculosis podem sobreviver dentro dos macréfagos alveolares (SASINDRAN;
TORRELLES, 2011).

Os granulomas sdo bem organizados, constituindo em estruturas dinamicas
compostos por células do sistema imunol6gico em varios estagios de diferenciacéo,
dentre as quais inclui macréfagos derivados do sangue infectados e néo infectados,
macrofagos espumosos (assim nomeados por conter elevadas concentracdes de
residuos lipidicos, procedente da destruicdo das células infectadas), células
epitelidides (singularmente macrofagos diferenciados), e células gigantes
multinucleadas (células de Langerhans), linfécitos B e T, e fibroblastos (GUIRADO;
SCHELESINGER, 2013; ORDWAY et al. 2005; RUSSELL, 2007; RAMAKRISHNAN,
2012).

Granulomas contendo M. tuberculosis sdo pequenos, compactos, e caracterizados
pela presenca de um grande numero de células T CD4 produtoras de IFN-y. No
entanto, em pessoas imuossuprimidas infectadas pelo bacilo possuem granulomas
caracterizados por serem grandes, ricos em macrofagos ativados e com poucos
linfécitos circundantes (SASINDRAN; TORRELLES, 2011; ULRICHS et al., 2005).

Assim, a principal causa de lesdo tecidual e manifestacdo clinica da doenca é a
presenca de grandes granulomas caseosos e fibroticos cicatriciais devido a
inflamacgéo granulomatosa, onde a resposta Thl do hospedeiro funciona tentando

restringir a infeccao e impedir o desenvolvimento da doenca ativa que ainda nao pode
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eliminar os bacilos (SASINDRAN; TORRELLES, 2011; SAUNDERS; FRANK; ORME,
1999).

No entanto, € preciso entender que granulomas funcionam tanto como um nicho
no qual os bacilos podem crescer ou persistir quanto em um microambiente
imunolégico em que as células hospedeiras interagem para controlar e prevenir a
disseminac¢do. Logo, a mera presenca de granulomas € insuficiente para controlar a
infeccdo, em vista disso, o bom funcionamento de todos os granulomas num
hospedeiro determina o resultado final da infeccdo (FLYNN; CHAN; LIN, 2011;
GIDEON et al., 2015)

A terceira e Ultima fase é quando a infeccdo latente e controlada pelo M.
tuberculosis € reativada. Existem duas principais razfes descritas para a ocorréncia
de um evento de reativacdo, um declinio na imunidade do hospedeiro devido a causa
genética ou ambiental; e um fracasso para desenvolver e manter os sinais
imunoldgicos. Nestas circunstancias, a estrutura granuloma perturba e resulta em
cavitacdo pulmonar e doenca pulmonar (RUSSELL, 2007; SASINDRAN;
TORRELLES, 2011; ULRICHS; KAUFMANN, 2006).

Diante disto, a sobrevivéncia das micobactérias no interior dos macrofagos é um
dos principais focos de pesquisa atualmente, uma vez que estas bactérias ndo apenas
sdo capazes de se adaptarem ao sistema do hospedeiro, como também interferem
ativamente na maquinaria de sinalizacdo da célula hospedeira, neutralizando ou
inibindo parte do mecanismo utilizado pelos macréfagos que matam as bactérias
(HESTVIK; HMAMA; AV-GAY, 2005).

2.5TRATAMENTO

A tuberculose é uma doenca curavel em praticamente 100% dos casos novos,
sensiveis aos medicamentos antituberculose, desde que realizaos o0s principios
basicos da terapia medicamentosa e a efetiva operacionalizacdo do tratamento
(BRASIL, 2011).

O tratamento ainda possui uma longa duracéo (seis meses), e o seu abandono ou
a irregularidade na manutencdo sao habituais, constituindo, ainda hoje, um dos
maiores desafios para o cumprimento do Programa Nacional de Controle da
Tuberculose (PNCT). Por este motivo, este programa incorporou a recomendacéo da

Organizacdo Mundial da Saude (OMS) que em 1997 estabeleceu o Tratamento
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Diretamente Observado de Curta Duragédo, denominado no Brasil como DOTS,
derivado da sigla em inglés (Directly Observed Therapy Short-Course) (WENDLING
et al., 2012).

O DOTS baseia-se na administracdo direta do medicamento por uma segunda
pessoa, que observa e registra a ingestdo de cada dose da medicagdo. A estratégia
do DOTS, reputada como uma tecnologia de gestao de cuidado para o controle da
tuberculose, inclui, para além do tratamento, outras praticas como investigacdo do
perfil sociocultural e econémico do paciente e de sua familia, apoio psicologico aos
mesmos, monitoramento do estado de saude do individuo tratado, dentre outras
recomendacdes. Assim, tal tratamento objetiva o aumento da adesdo, a maior
descoberta das fontes de infeccdo e o aumento da cura, limitando o risco de
transmissao na comunidade (BRASIL, 2005).

Em resumo, a associagdo medicamentosa correta, as doses ajustadas e o
consumo por tempo suficiente sdo os principios basicos para o adequado tratamento,
evitando a persisténcia bacteriana e o desenvolvimento de resisténcia aos farmacos,
assegurando, portanto, a cura do paciente (BRASIL, 2011).

Ademais, a esses principios soma-se o DOTS como estratégia essencial para o
sucesso do tratamento, visto que estabelece uma mudanca na forma de administrar
os medicamentos, porém sem mudanc¢as no esquema terapéutico, onde o profissional
treinado passa observar a ingestédo iorida medicacdo do paciente desde o inicio do
tratamento até a sua cura, ja que o tratamento dos baciliferos é a atividade prioritaria
de controle da tuberculose, pois permite interromper a cadeia de transmissao
(BRASIL, 2011).

As drogas atuais para tuberculose foram desenvolvidas ha 40 anos e tem uma
alta taxa de sucesso do tratamento quando 0s pacientes ingerem corretamente os
medicamentos contra a tuberculose ao longo do curso do tratamento. No entanto, 0s
regimes atuais incluem muitos medicamentos e requerem longos periodos de
tratamento. Portanto, existem desafios no tratamento atual para tuberculose, tais
como encurtar a duragdo do tratamento, aumentar a adesao e gerenciamento de
efeitos adversos das drogas (KWON; JEONG; KOH, 2014; SHIN et al., 2014; SHIN e
KWON, 2015).

O tratamento prolongado com mdltiplas drogas € necessario para assegurar a cura

da doenca e para evitar o surgimento de resisténcia bacteriana, de modo que seu
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efeito € determinado principalmente pelos aspectos bacterioldgicos, ambientais
(anatbmicos e bioquimicos) e farmacolégicos (WHO, 2004).

Dentre os objetivos gerais para o tratamento da TB estdo inseridos: curar a doenca
no intuito de melhorar a qualidade de vida dos pacientes; minimizar a transmissao do
Mycobacterium tuberculosis a outras pessoas; e impedir uma recaida da doenca e
propagacéo da tuberculose resistente a medicamentos, assim, o regime de tratamento
bem sucedido tem beneficios tanto para a individuo com a tuberculose quanto para a
comunidade em que o paciente reside (BLUMBERG et al., 2003).

Além disso, a transmissibilidade se apresenta desde o0s primeiros sintomas
respiratorios, diminuindo drasticamente ap0s o inicio de tratamento efetivo. Por muitos
anos, considerou-se que, ap6s 15 dias de tratamento, o0 paciente jaA ndo seria
transmissor da doenca, mas o que se verifica € que quando o paciente ndo tem histoéria
de tratamento anterior, nem outros riscos conhecidos de resisténcia, pode-se
considerar que, apos 15 dias de tratamento e havendo melhora cinica, este, possa ser
reputado como néo infectante. Contudo, baseado em evidéncias de transmisséao da
tuberculose resistente as drogas, a recomendacao € que seja também considerada a
negativacdo da baciloscopia para que as precau¢des com o contagio sejam efetuadas,
principalmente para a biosseguranca nos servi¢cos de saude (BRASIL, 2011).

M. tuberculosis tem caracteristicas distintas de outras bactérias, incluindo o
crescimento lento, com tempos de replicacdo de 15 a 20 horas e uma capacidade de
laténcia que requer tratamento prolongado para confirmar o sucesso da erradicacao.
Além disso, este organismo pode multiplicar-se ativamente nos focos caseosos
liguefeitos das cavidades pulmonar, que podem conter até 102 organismos
(SCHLOSSBERG, 2010).

Desta forma, o objetivo do tratamento da tuberculose é garantir cura, livre de
recidiva, evitando o surgimento de resisténcia aos medicamentos, por sua vez, o efeito
do tratamento n&o deve ser considerado pela cura anatébmica das lesdes, mas sim por
sua esterilizacéo, ou, pelo menos, pela eliminagao do bacilo na expectoragao (WHO,
2004).

Logo, para atingir o objetivo global do tratamento da tuberculose, os seguintes
principios devem ser seguidos: terapia de combinacdo com mais de trés farmacos
antituberculose para a prevengdo da resisténcia a farmacos; administracdo Unica

diaria de medicamentos contra a tuberculose e a dosagem exata para otimizar a
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eficicia; e ingerir os medicamentos para tuberculose regularmente durante pelo
menos 6 meses (SHIN e KWON, 2015).

Em relacdo ao esquema terapéutico, deve-se atentar ao comportamento
metabdlico e a localizacdo do bacilo, para que este venha atender a trés grandes
objetivos (BRASIL, 2011):

e Ter atividade bactericida precoce: capacidade de matar o maior nimero de
bacilos, o mais rapidamente possivel, diminuindo a infectividade do caso
indice no inicio do tratamento;

e Ser capaz de prevenir a emergéncia de bacilos resistentes: o Unico
mecanismo pelo qual emerge a resisténcia micobacteriana em um individuo
portador de tuberculose é através da selecdo de bacilos mutantes,
primariamente resistentes em uma populacao selvagem. Dessa maneira, 0
método para evitar a selecdo de bacilos resistentes € a utilizacdo de
esquemas terapéuticos com diferentes farmacos antituberculose
simultaneamente, uma vez que bacilos naturalmente resistentes a um
medicamento podem ser sensiveis a outro;

e Ter atividade esterilizante: capacidade de eliminar de forma factivel todos
os bacilos de uma lesédo. A adequada esterilizacdo de uma lesdo é a que
impede a recidiva da tuberculose apos o tratamento.

No Brasil, o tratamento da tuberculose é realizado pelo Sistema Unico de
Saude (SUS) e é orientado pelas diretrizes do Plano Nacional de Controle da
Tuberculose (PNCT). O Estado fornece o tratamento gratuitamente, seguindo um
esquema terapéutico que combina varias drogas (WENDLING et al., 2012).

Os esquemas de tratamento para a tuberculose sédo padronizados, no Brasil.
Em todos os esquemas, a medicacao é de uso diario devendo ser administrados
preferencialmente em jejum (uma hora antes ou duas horas apés o café da manha),
com administragdo Unica, ou em caso de intolerancia digestiva, com uma refei¢cdo
(BRASIL, 2011).

Em 1979, o Brasil recomendou um sistema de tratamento para a tuberculose
gue foi revisto em 2009 pelo Programa Nacional de Controle da Tuberculose,
juntamente com 0 seu comité técnico assessor baseado nos resultados preliminares
do Il Inquérito Nacional de Resisténcia aos Medicamentos antituberculose, que

mostrou aumento da resisténcia primaria a isoniazida (de 4,4% para 6,0%),
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introduzindo o etambutol como quarto farmaco na fase intensiva de tratamento (dois
primeiros meses) do Esquema béasico (BRASIL, 2011).

O Esquema Basico (quadro 1) é fundamentado na utilizacdo de quatro drogas
principais: Rifamicina (R), Isoniazida (H), Pirazinamida (Z) e Etambutol (E). Os
esquemas sdo montados de acordo com as caracteristicas da doenca. O Ministério
da Saude preconiza o esquema RHZE por dois meses denominados fase intensiva e
RH por quatro meses como fase de manutencéo. Tal esquema € indicado para casos
novos de tuberculose pulmonar ou extra-pulmonar e em casos de recidiva
(independentemente do tempo decorrido do primeiro episédio) ou retorno apos
abandono com doenca ativa em adultos e adolescentes (> 10 anos), exceto a forma
meningoencefalica (BRASIL, 2011).

Quadro 1: Esquema Bésico para tratamento de Tuberculose no Brasil (BRASIL, 2011)

Regime Farmacos Faixa de Peso Unidades / Dose Meses
20 a 35kg 2 comprimidos
2RHZE RHZE* —
150/75/400/275 mg 36 a 50 kg 3 comprimidos 2
Fasc_a comprimido em dose fixa > 50 kg 4 comprimidos
Intensiva combinada
20a 35Kkg 1 comprimido ou
4RH capsula 300/200 mg
RH 1 comp. ou caps. de
Fase de 300/200 mg ou 150/100 mg 36 a 50 kg 300/200 mg + 1 comp.
Manutengéo cépsula ou comprimido ou caps. de 150/100 mg 4
> 50 kg 2 comp. ou caps.
300/200 mg

O nuimero antecedendo a sigla indica o nUmero de meses de tratamento.
Dose por comprimido: R = 150mg; H = 75mg; Z = 400mg; E = 275mg.
*RHZE = R (Rifampicina); H (Isoniazida); Z (Pirazinamida); E (Etambutol)

Nos casos de tuberculose meningoencefalica o esquema utilizado (quadro 2) é
o RHZE por dois meses (Fase Intensiva) e RH por sete meses (Fase de Manutencéo).
Nestes casos, o inicio do tratamento tem que ser o mais precoce possivel e deve ser
associado ao esquema anti-tuberculose corticosterdide por um periodo de um a quatro
meses dependendo da gravidade (BRASIL, 2011).
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Quadro 2: Esquema de tratamento para a forma meningoencefalica (BRASIL, 2011)

Regime Farmacos Faixa de Peso Unidades / Dose Meses
20 a 35kg 2 comprimidos
2RHZE RHZE* —
150/75/400/275 mg 36 a 50 kg 3 comprimidos 2
Fasc_a comprimido em dose fixa > 50 kg 4 comprimidos
Intensiva combinada
20 a 35 kg 1 comprimido ou
7RH capsula 300/200 mg
RH 1 comp. ou caps. de
Fase de 300/200 mg ou 150/100 mg 36 a 50 kg 300/200 mg + 1 comp.
Manutengéo capsula ou comprimido ou céps. de 150/100 mg 4
> 50 kg 2 comp. ou caps.
300/200 mg

O numero antecedendo a sigla indica o numero de meses de tratamento.

Dose por comprimido: R = 150mg; H = 75mg; Z = 400mg; E = 275mg.

*RHZE = R (Rifampicina); H (Isoniazida); Z (Pirazinamida); E (Etambutol)

Na meningoencefalite tuberculosa deve ser associado corticosterdide ao esquema anti-tuberculose:
Prednisona oral (1 -2 mg/kg /dia) por quatro semanas ou dexametasona intravenoso nos casos graves
(0.3 a 0.4 mg/kg/dia), por quatro a oito semanas, com reducdo gradual da dose nas quatro semanas
subsequentes.

A isoniazida (H) e a Rifampicina (R) sdo os medicamentos de maior poder
esterilizante contra o Mycobacterium tuberculosis. Associadas a pirazinamida (Z) e
Etambutol (E), se constituem num esquema altamente eficaz em diminuir rapidamente
a populacao bacteriana, evitando o surgimento de cepas resistentes, interrompendo a
transmissibilidade da doenca (ARBEX et al., 2010)

Todos os pacientes em tratamento para a tuberculose sdo recomendados a se
submeterem a um acompanhamento regular, ndo sé para observar a resposta ao
tratamento, mas também para facilitar a conclusdo deste, identificacdo e
gerenciamento de reacdes adversas. Além disso, 0 acompanhamento mensal do peso
do paciente e, consequentemente, o ajuste de dosagem de drogas TB em caso de
mudanca de peso também é recomendada (BLUMBERG et al., 2003).

O controle do tratamento consiste na execuc¢ao de atividades planejadas que
permitem o acompanhamento da evolucdo da doenca, utilizacdo correta dos
medicamentos e 0 sucesso terapéutico. Sendo assim, faz-se necesséria a realizagédo
mensal da baciloscopia de controle, nos casos de tuberculose pulmonar, sendo
indispensaveis as dos segundo, quarto e sexto meses, no Esquema Basico, com
resultados negativos de duas amostras consecutivas no final do tratamento. Em casos
de baciloscopia positiva no final do segundo més de tratamento, é necesséria a
solicitacdo da cultura para micobactérias com identificacdo e teste de sensibilidade

(BRASIL, 2011).
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No entanto, a resposta por meio de estudos de escarro tem suas limitacoes,
particularmente em doentes com TB pulmonar com baciloscopia e cultura negativa.
Nesses pacientes, a radiografia de térax pode fornecer informacdes sobre a resposta
ao tratamento, mas isso por si s6 ndo é recomendado para monitorar a resposta ao
tratamento em pacientes com tuberculose pulmonar devido a lesdes fibréticas néo-
responsivas ao tratamento da tuberculose e outras possiveis causas de infiltracdo
pulmonar, tais como cancer de pulmao, pneumonia, bronquiectasia, e hemorragia
(SHIN e KWON, 2015).

Haja vista as limitagBes existentes no monitoramento da tuberculose é preciso
enfatizar a necessidade da validacdo de biomarcadores de resposta a quimioterapia,
de modo que eles possam prever o risco de faléncia terapéutica ou atraso da resposta
a terapia antituberculose, contribuindo para melhores resultados no tratamento (RIOU
et al., 2012).

2.6 RECEPTORES DE EXAUSTAO E RESPOSTA IMUNOLOGICA

A caracteristica de uma resposta imunologica eficaz € a geracdo de células
efetoras que eliminam as células infectadas e/ou secretam citocinas que suprimem a
replicacdo de agentes patogénicos, bem como o recrutamento de outros elementos
dessa resposta para promover a eliminacdo destes patdégenos. Entretanto,
emergentes evidéncias indicam que algumas condi¢cdes desfavoraveis a resposta
imunoldgica ocorrem com a estimulagdo antigénica crénica ou devido a inflamacéo
persistente traduzindo na perda da fungéo das células T efetoras durante a infeccéo
cronica, cujo fendbmeno é conhecido como Exaustao (YI; COX; ZAJAC, 2010).

Diante disto, a exaustdo de células T se desenvolve sob condicdes de persisténcia
do antigeno causada pela infec¢ao crénica através da exposicdo a uma alta carga de
antigenos estranhos sendo associado a um programa molecular e fenotipico distintos
caracteristico na superficie celular, cujo estimulo pode ser gerado por diversos
agentes patogénicos, tais como o HIV, HBV e HCV, assim como em condi¢cdes em
gue o0 organismo estd submetido a uma estimulacdo antigénica crbénica de uma
infeccdo subclinica persistente, a qual pode induzir exaustao de células T e contribuir
inclusive para a patogénese da tuberculose (SANCHEZ-FUEYO e MARKMANN,
2016; JAYARAMAN et al., 2016; WHERRY, 2011; Yl et al., 2010).
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Infecgbes crbnicas sédo frequentemente caracterizadas por diferentes graus de
comprometimento funcional de resposta de células T especificas, e esta “falha” é a
principal razdo para a incapacidade do hospedeiro em eliminar o patdégeno
persistente. Embora as células T efetoras funcionais séo inicialmente geradas durante
as fases iniciais da infeccao, elas perdem gradualmente sua funcdo durante o curso
da infeccdo cronica (BARBER et al., 2006). O termo exaustdo de célula T foi
originalmente criado na década de 1990 para descrever a eliminacao periférica de
células T CD8* antivirais ap0s a infeccado crbnica pelo virus da coriomeningite
linfocitica (LCMV) em camundongos (GALLIMORE et. al, 1998; MOSKOPHIDIS et. al,
1993; ZAJAC et. al, 1998).

Desde entdo, a exaustdo de células T tem sido demonstrada numa ampla
variedade de modelos animais e em seres humanos com infeccfes virais crénicas,
em infec¢des bacterianas e parasitarias crénicas, no cancer e mais recentemente em
situacao de inflamacéao persistente grave devido a septicemia, trauma, cirurgia grande
ou lesdo por queimadura (BARBER et al.,, 2006; PAUKEN e WHERRY, 2015;
WHERRY, 2011).

O conceito foi posteriormente definido para descrever a persisténcia das células T
antivirais, capazes de realizar proliferacdo in vivo, mas incapazes de exercerem
funcdes efetoras antivirais, seguido pela delecdo fisica destas células T antigeno-
especifica. Esta condi¢cao € um estado hiporreativo de células T em ambiente crénico,
com o aumento de receptores inibidores, diminuicdo das citocinas efetoras e reducéo
da citotoxicidade (JIANG; LI; ZHU, 2015; ZAJAC et. al, 1998).

Para melhor compreenséo do processo de exaustdo faz-se necessario o resgate
acerca do processamento de ativagcao dos linfocitos T, isto posto, para que as células
T expressem receptores inibidores, estas necessitam de ativacdo prévia a qual
depende de sinais fornecidos através do receptor de células T especificos para
antigenos e seus respectivos receptores acessorios (correceptores) que estabilizam
a interacdo, aumentando a for¢ca de adesao célula-célula gerando sinais intraceulares
(CARRENO e COLLINS, 2002; JOHNSON et. al, 2010; LIU e LINSLEY, 1992).

A constatacdo de que a inativagcao celular, denominada exaustéo de células T foi
uma consequéncia direta da producao regulada de IL-2 levou a busca de um sinal de
co-estimulacdo mestre que tinha como alvo a via de IL-2. Esta pesquisa resultou na

identificacdo da via CD28/B7 como uma via coestimuladora importante para as células
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T (DA SILVA et. al, 1991; HARDING et. al, 1992; JENKINS et. al, 1991; SALOMON e
BLUESTONE 2001).

Desta forma, receptores de ativagaol/inibicio ndo funcionam de forma
independente, mas modificam as respostas efetuadas através do acoplamento do
receptor de células T (TCR) especifico para o antigeno nas células T (SALOMON e
BLUESTONE 2001).

Por conseguinte, a complexidade da regulacdo exercida por algumas doencas
através do bloqueio da coestimulacdo de células T tornou-se aparente, portanto, a
importancia relativa das diferentes vias coestimuladoras é altamente dependente da
expressao do tecido, a natureza da resposta inflamatéria, e o estado do subconjunto
de células T reativas (SALOMON e BLUESTONE 2001).

A modulacdo da resposta imunoldgica é necessaria para a restauracdo da
homeostase, uma vez que possui fungcdo de moderar ou finalizar uma resposta
imunoldgica induzida por um patdgeno. Ademais, a expressao de receptores
inibidores é de igual importancia pois participa do desenvolvimento de tolerancia, que
é definida como a néo responsividade a um antigeno ao qual o organismo foi exposto
previamente. Desse modo, a presenca de receptores inibidores também € importante
para evitar o desenvolvimento de doengas autoimunes (ZAJAC et al., 1998).

A exaustdo de células T é um estado de disfuncdo de células T em ambiente
cronico, as quais expressam niveis elevados de receptores inibidores, incluindo
receptor de morte celular programada 1 (PD-1, Programmed Cell Death 1), gene de
ativacao linfocitaria 3 (LAG-3, Lymphocyte Activation Gene 3), dominio de mucina e
imunoglobulina em células T (TIM-3, T cell Immunoglobulin domain, Mucin domain-3),
antigeno de linféctios T citotoxicos (CTLA-4, Cytotoxic T-Lymphocyte-associated
Antigen 4), atenuador de linfécitos T e B (BTLA, B and T lymphocyte attenuator) entre
outros (CRAWFORD; WHERRY, 2010; JIANG,; LI; ZHU, JIN et al., 2010).

Moléculas coinibidoras sao reguladores importantes das respostas de células T
CD8* em uma variedade de doencas, de modo que receptores como PD-1 e TIM-3

tém atraido a maior atencéo (QIU et al, 2015).

PD-1 foi identificado como um marcador para a exaustdo das células T, e o
bloqueio de sua sinalizagcdo na maioria dos casos tem-se mostrado reverter o estado
disfuncional de células T CD8* exaustas (BARBER et al, 2006; TRAUTMANN et al,

2006). De igual modo, TIM-3 tem se mostrado semelhante a PD-1 em seu papel como
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regulador negativo da funcédo das células T CD8*, e seu bloqueio pode restaurar a
proliferacdo e producéo de citocinas em células T CD8*TIM-3* (JONES et al., 2008;
GOLDEN-MASON et al., 2009).

Estudos recentes tém mostrado que a coexpressao de moléculas do checkpoint
do sistema imunoldgico ocorre frequentemente em células T especificas do tumor,
bem como em células T especifica de agentes patogénicos em infeccbes crénicas
(NIRSCHL; DRAKE, 2013).

A co-expressao de PD-1 e TIM-3 nas células T CD8* identifica um subconjunto
mais severo de células T CD8* exaustas, e o bloqueio combinado de PD-1 e TIM-3
tem sido mostrado para ser a forma mais poderosa para restaurar a funcao de células
T CD8* exaustas, inclusive, em pacientes com HIV e HCV, a coexpressao de TIM-3 e
PD-1 em células T compreendem o menor grupo de células T CD8* e exibem
exaustdo (FOURCADE et al., 2014; JONES et al., 2008; GOLDEN-MASON et al.,
2009; ZHOU et al., 2011).

O desenvolvimento da exaustdo de células T provavelmente integra informacdes
de microambientes inflamatérios e tecidos modificados, outras populacbes de
linfécitos tais como células T CD4*, células B e células T reguladoras (Treg), sinais
também inibidores de citocinas e da superficie celular inibidora e receptores
coestimuladores. No entanto, uma caracteristica chave parece ser a exposicao
cronica e provavelmente continua do antigeno. Além disso, fatores adicionais,
incluindo a auséncia de células T CD4" e talvez sinais instrutivos diretamente a partir
de receptores inibidores, provavelmente contribuem igualmente para a exaustao das
células T (WHERRY; KURACHI, 2015).

Quanto ao seu significado bioldgico para o hospedeiro, primeiramente é importante
salientar que células T exaustas ndo sdo inertes, em quase todos 0s casos as células
T exaustas possuem algum grau de funcao residual que pode ser importante in vivo,
uma vez que contribuem para a contencdo de infec¢des crbnicas se apresentando
como um mecanismo de protecdo contra danos teciduais, como por exemplo durante
infeccéo pelo virus da imunodeficiéncia simia (SIV) em que a deplecdo de células T
CD8+, que inclui células T exaustas, resulta em aumentos rapidos dos titulos virais e
progressao para SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida), o que sugere um

papel importante da funcdo residual de células T exaustas SIV-especificas na
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manutencdo de um equilibrio hospedeiro-patégeno, no caso de SIV (JIN et. al, 1999;
PAUKEN e WHERRY, 2015; WHERRY e KURACHI, 2015).

Em suma, a exaustdo de células T manifesta-se normalmente com varias
caracteristicas, tais como a perda progressiva e hierarquica de funcdes efetoras,
regulacdo positiva sustentada e coexpressédo de multiplos receptores inibidores,
expressao alterada e a utilizacdo de fatores de transcricdo importantes, perturbagbes
metabdlicas, e um fracasso na capacidade da resposta de células de T de memoéria
(SCHIETINGER e GREENBERG, 2014; WHERRY, 2011; WHERRY e KURACHI,
2015).

Portanto, fungdes tais como a producéo de IL-2 e de citocinas polifuncionais, assim
como uma elevada capacidade proliferativa, sdo perdidas precocemente; por
consequéncia ocorrem deficiéncias na producéo de IFN-y, TNF-a e quimiocinas, bem
como na desgranulacdo, além de um aumento progressivo da quantidade e
diversidade de receptores inibidores que sdo expressos o que é essencial para a
manutenc¢ao do fendtipo exausto (SANCHEZ-FUEYO e MARKMANN, 2016; JIN et al.,
2010; WHERRY e KURACHI, 2015).

No contexto da tuberculose, uma questdo crucial na sua patogénese é por que a
infeccdo por M. tuberculosis evolui para doenca? A maioria das pessoas infectadas
por esse microrganismo controlam com sucesso a infeccdo e apenas uma minoria
desenvolvem a doenca clinica, apesar de conter a infeccdo por anos. Tal alegacéo
também €& pertinente para modelos animais, visto que algumas linhagens de
camundongos controlam a infeccéo por M. tuberculosis por até um ano sem sintomas
clinicos, mas, eventualmente, sucumbem a doenca (JAYARAMAN et. al, 2016;
LARSON; SHAFIANI; URDAHL, 2013).

E sabido que o comprometimento da imunidade mediada por células pode levar a
uma falha da imunidade, seja causada pelo HIV, drogas imunossupressoras,
desnutricdo ou outras causas, entretanto, muitas pessoas que desenvolvem a
tuberculose ndo possuem quaisquer fatores de risco identificaveis. Uma possibilidade
€ que células T reguladoras (Tregs) ou citocinas inibidoras afetam negativamente a
resisténcia do hospedeiro, de igual modo, ja foi demonstrado que as células T que
expressam receptores inibidores sédo funcionalmente exaustas, entretanto o que ainda
€ desconhecido é se a exaustdo de células T e a expressdo inadequada destes
receptores leva ao fracasso imunolégico e recrudescimento bacteriano (JAYARAMAN
et. al, 2016).
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Uma possibilidade é que a exaustdo de células T poderia desenvolver de forma
secundéria a recrudescéncia bacteriana, de maneira que o aumento do crescimento
bacteriano aumentaria a carga de antigeno podendo conduzir a estimulagéo
antigénica crbnica e gerando por consequéncia a exaustdo de células T
(JAYARAMAN et. al, 2016).

Por fim, a integracdo dos sinais atraves de receptores inibidores e coestimuladores
e 0s seus ligantes € um ponto critico para a ativacdo da resposta imunologica e
tolerancia, portanto, € imprescindivel a compreenséo destes caminhos pois permitirdo
o desenvolvimento de novas estratégias para a intervencao terapéutica em doencas
mediadas pelo sistema imunoldgico (CARRENO e COLLINS, 2002).

2.7DIAGNOSTICO E BIOMARCADORES

As atuais informacOes de sucesso terapéutico antituberculose baseia-se,
principalmente, na resposta clinica favoravel ao tratamento e na negativacdo da
cultura do M. tuberculosis ap6s o segundo més do uso do quimioterapico (HENAO-
TAMAYO et al., 2011).

Embora a conversdo de cultura de escarro dentro dos primeiros 2 meses de
tratamento antituberculose seja preditor de um resultado favoravel, a converséo da
cultura aos 2 meses nem sempre é preditiva de cura (HONG et. al, 2014). Além disso,
o estado da cultura de expectoracéo pode ser mais dificil de controlar em doentes com
coinfeccdo com HIV e ndo € aplicavel no contexto de doenca extrapulmonar (RIOU et
al., 2012).

O escarro para a avaliacdo da resposta ao tratamento da doenca tem importantes
limitacdes como uma proporcédo substancial de casos de tuberculose que apresentam
baciloscopia do escarro negativa no momento do diagnéstico, haja vista que a
coloragéao alcool-acido-resistente de escarro apresenta uma baixa sensibilidade, cerca
de 50 a 60% para o diagnostico, tornando urgente o desenvolvimento de novos
métodos (HONG et al., 2014; DJOBA SIAWAYA et al., 2008).

E importante ressaltar que um dos principais obstaculos no controle da tuberculose
€ a longa duracao do tratamento. Seis meses de quimioterapia padrdo com regimes
contendo rifampicina é altamente eficaz, mas muitos pacientes sdo negligentes.
Terapia diretamente observada melhora as taxas de cura, mas requer recursos

substanciais de programas. Por consequéncia, a reducdo no tempo de tratamento
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esta entre as mais altas prioridades para programas de controle da tuberculose em
todo o mundo (JOHNSON et. al, 2009).

Com efeito, existem relatos sobre a capacidade dos dados clinicos, radiologicos e
microbiolégicos em prever o resultado do regime de tratamento de curta duracdo com
drogas-padréo, no entanto, ndo existe atualmente nenhum marcador imunoldgico
substituto que possa prever a resposta a terapia da tuberculose (BRAHMBHATT et.
al, 2006).

Estas limitacbes enfatizam a necessidade de biomarcadores adicionais de
resposta ao tratamento da tuberculose. Além disso, a identificacdo e validacdo de
biomarcadores que séo preditivos de risco de faléncia do tratamento ou resposta
atrasada a terapia antituberculose seriam de grande valor no gerenciamento de
pacientes e poderia contribuir para melhores resultados (RIOU et. al, 2012).

O reconhecimento e utilizagdo de biomarcadores preditivos que poderiam indicar
se uma vacina candidata esta funcionando ou se um regime especial de drogas esta
tendo o efeito desejado sdo de suma importancia (HENAO-TAMAYO et. al, 2011,
WALZL et. al, 2011).

A identificacdo de marcadores imunolégicos medidos logo apds o inicio da terapia
gue predeterminem com precisao o resultado do tratamento beneficiaria os ensaios
clinicos de novos agentes antituberculose (BRAHMBHATT et al., 2006).

Varios marcadores vém sendo estudados como indicadores em testes de eficacia
terapéutica de drogas e vacinas (DESTEXHE et. al, 2013; HARROP, 2013), haja vista
que a maioria destes marcadores empregam proteinas plasmaticas, refletindo as
facilidades de obtencéao e avaliacdo dos resultados, em laboratérios pouco equipados
e regibes ainda pouco desenvolvidas. No entanto, fatores relacionados a baixa
sensibilidade, considerando que muitos marcadores da tuberculose podem ser
produzidos em orgdos especificos sem que haja liberagdo sistémica, ou mesmo
mediadores produzidos durante infecgdes por outros organismos infecciosos podem
interferir no resultado gerando problemas relacionados a falsa positividade (HENAO-
TAMAYO et. al, 2011).

Estudos recentes tém demonstrado que a expressao de receptores inibidores esta
associada com a funcdo comprometida de células T antigeno-especificas em
pacientes com infec¢des cronicas ou cancer, onde células T especificas ao patdgeno
permanecem sem resposta a estes antigenos e persistem em um estado de exaustédo
nao funcional (JIN et. al, 2010; NGUYEN e OHASHI, 2015).
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Como ja relatado anteriormente, a exaustao de células T € um estado de disfuncédo
associado a muitas doencas infecciosas cronicas, incluindo a tuberculose (HENAO-
TAMAYO et. al, 2011).

Moléculas como PD-1, TIM-3, CTLA-4 e KLRG-1 possuem um papel importante
na modulacédo negativa e desativacao celular em processos inflamatorios (JIN et. al,
2010; BROWN et. al, 2010), além de serem utilizadas como marcadores de células T
exaustas em estados de doencas cronicas incluindo autoimunidade e cancer
(FRANCISCO; SAGE; SHARPE, 2010; WANG; CHEN, 2011).

Recentemente, o PD-1 tem sido investigado especificamente no contexto da
infeccdo experimental com M. tuberculosis, com as facilidades da utilizagédo de
animais deficientes para o gene (TOUSIF et. al, 2011). Estes estudos tém sugerido o
importante papel desta molécula na modulacé@o da resposta imune inata, limitando as
funcdes de apresentacao e diferenciacao de células dendriticas, impedindo assim os
processos de ativacdo de linfocitos T e B (RODRIGUE-GERVAIS et. al, 2011).

Recentemente, HENAO-TAMAYO et al., (2011) demonstraram um aumento global
do nimero de linfocitos T CD4+ e CD8+ expressando PD-1 e TIM-3 ap6s a infeccdo
experimental murina por M. tuberculosis. Neste mesmo estudo, foi demonstrado a
diminuicdo da expressdo relacionada a exaustdo imunoldgica apds o inicio do
tratamento especifico antituberculose, correlacionando com a diminui¢cdo observada
nos testes de carga bacilar.

De modo semelhante, Singh; Singh e Chauhan (2013), demonstraram aumento na
frequéncia de mondcitos e linfécitos T e B que expressam PD-1 em pacientes com
tuberculose pulmonar, e observaram que o bloqueio desse receptor resulta na
melhoria da resposta imunolégica desses individuos, por aumentar a capacidade de
producao de IFN-y.

Além disso, os autores observaram uma significativa reducdo de PD-1 apos o
tratamento antituberculose, a qual, foi inversamente proporcional & producgéo de IFN-
Y. Esses dados fortalecem ainda mais a hipotese do impacto negativo da presenca de
marcadores de exaustao na resposta imunoldgica de pacientes com tuberculose, bem
como seu potencial uso para avaliar a eficacia terapéutica antituberculose (SINGH;
SINGH; CHAUHAN, 2013).

Um estudo realizado por McMahan et al. (2010) sugeriu que a expressao de

moléculas coinibidoras, TIM-3 e PD-1, demarcaria as células T particularmente
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exaustas e determinaria o resultado viroldgico da infeccdo aguda pelo virus da
hepatite C (HCV).

Assim, usando analises do fenoétipo de superficie e intracelular bem como ensaios
multifuncionais em pacientes com infeccdo aguda e resultados bem definidos, bem
como aqueles com infec¢ao por HCV cronica, incluindo amostragem de linfocitos intra-
hepaticos, verificou-se que o nivel de expressao dupla de TIM-3 e PD-1 em linfocitos
T especificos para HCV antecedeu o desenvolvimento de persisténcia viral,
proporcionando uma maior informacéo do progndstico de expressdo Unica e o nivel
viral. Além disso, verificou-se maiores niveis de expressdo dessas moléculas
inibidoras correlacionadas com diminuicdo na secrecao de citocinas Thl e potencial
citotoxico diminuido (MCMAHAN et. al 2010).

Deste modo, os resultados deste estudo demonstraram que o0 acumulo precoce de
PD-1* TIM-3* em células T estd associada ao comprometimento funcional e,
consequentemente, com o desenvolvimento de HCV persistente, proporcionando uma
base para melhorar as terapias atuais através do bloqueio simultdneo de muditiplas
vias inibidoras que poderiam resultar em uma adicdo de eficacia sem toxicidade
excessiva (MCMAHAN et al., 2010).

Em seguimento, a exaustdo imunolégica também tem emergido como um novo
potencial contribuinte para a patogénese do HIV delineando varios mediadores-chave
da exaustdo de células T durante a infec¢cdo pelo HIV, com énfase em células T
reguladoras negativas da superficie celular, PD-1 e TIM-3, uma vez que podem
representar um subconjunto de células T com exaustdo mais grave. Assim, os efeitos
sinérgicos do duplo bloqueio de TIM-3 e PD-1 revelam uma direcdo para futuras
investigacdes de potenciais intervencdes terapéuticas (KHAITAN e UNUTMAZ, 2011).

Com base nisto, € possivel determinar a contribuicdo relativa destas moléculas e
outras, tanto como um mecanismo que contribui para um fendtipo exausto e como
biomarcadores para melhor discriminar células exaustas ou disfuncionais de
populacdes recentemente ativadas ou senescentes (KHAITAN e UNUTMAZ, 2011).

Até o presente momento nenhum marcador celular estd sendo utilizado como
referéncia na indicacdo de eficacia terapéutica da tuberculose. A presenca de
marcadores correlacionados com a recuperacdo das funcbes efetoras, a exaustao
imune de linfécitos TCD4 e TCD8, bem como de mondcitos, poderia ser utilizada como

uma importante ferramenta no entendimento dos processos de evolugéo e cura da
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tuberculose, além de ser um excelente método de acompanhamento de eficacia do

regime quimioterapico.
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3. JUSTIFICATIVA

A tuberculose é um grave problema de saude publica no Brasil e mundo, com
gastos anuais de diagndstico, tratamento e campanhas de
conscientizagéo/divulgagao superior a meio milhao de reais, somente no Brasil.

Diante da magnitude relacionada a esta doenca, que apresenta elevadas taxas
de morbidade e mortalidade, é de grande importancia do ponto de vista clinico,
epidemioldgico e de saude publica, a execucédo de estudos que visem compreender
melhor os fatores responsaveis pelo desenvolvimento da tuberculose pulmonar bem
Ccomo seus aspectos imunologicos.

Ademais, o surgimento de cepas multidroga-resistentes, associado a grande
toxicidade do tratamento e restricAo do mesmo para grupos especiais (gestantes,
transplantados, etc.), imprime a necessidade do desenvolvimento de testes que
utilizem biomarcadores preditivos de eficacia terapéutica.

Até o presente momento nenhum marcador celular esta sendo utilizado como
referéncia na indicacdo de eficacia terapéutica da tuberculose. A presenca de
marcadores correlacionados com a recuperacao das fungles efetoras, a exaustao
imune de linfécitos TCD4 e TCD8 poderia ser utilizada como uma importante
ferramenta no entendimento dos processos de evolugdo e cura da tuberculose, além
de ser um excelente método de acompanhamento de eficacia do regime
guimioterapico.

Logo, compreender as vias moleculares alteradas em diferentes subconjuntos
de populacdes celulares, como essas populacdes de células T exaustas, que poderéao
ser utilizadas como alvo seletivamente terapéutico se torna uma abordagem
promissora para combater a infec¢éo cronica causada por patdgenos intracelulares.

Assim, o presente trabalho propds investigar o potencial preditivo de
biomarcadores de exaustdo celular como indicadores de sucesso da resposta

guimioterapica contra a Tuberculose Pulmonar Ativa.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial preditivo de receptores de exaustdo celular como
indicadores de sucesso da resposta quimioterapica contra a Tuberculose Pulmonar
Ativa.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Avaliar a carga bacilar através do isolamento do bacilo e cultura de escarro.

2- Analisar o perfil celular e de receptores de exaustdo imunologica (PD-1 e TIM-
3), em sangue total antes do inicio do tratamento (T0), apds o primeiro (T1) e

segundo (T2) meses do tratamento quimioterapico.

3- Quantificar a producao in vitro de citocinas (IFN-y, IL-4, IL-10, IL17) e 6xido
nitrico em sangue total antes do inicio do tratamento (T0), apés o primeiro (T1)

e segundo (T2) meses do tratamento quimioterapico.
4- Verificar a atividade microbicida em amostras de sangue total.

5- Determinar a correlacdo entre carga bacilar e expressédo dos receptores de

exaustao imunolégica.
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5. METODOLOGIA

5.1 MODELO DO ESTUDO

O presente trabalho constituiu um estudo descritivo, transversal, a fim de avaliar
o potencial preditivo de receptores de exaustéo celular como indicadores de sucesso
da resposta quimioterapica contra a Tuberculose Pulmonar Ativa. O estudo foi
conduzido nos laboratoérios de Micobacteriologia e de Imunologia Celular e Molecular
do Nucleo de Doengas Infecciosas, localizado no Centro de Ciéncias da Saude da

Universidade Federal do Espirito Santo.

5.2 TESTES DE ELEGIBILIDADE DO ESTUDO

Todos os procedimentos deste estudo foram realizados de acordo com as
diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres humanos. Logo,
este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Cassiano Anténio de Moraes (HUCAM) — UFES, sob o registro de
ndmero 26411913.4.0000.5071.

Todos os participantes foram informados sobre 0s objetivos e a metodologia do
estudo proposto, a fim de concordarem com a realizacdo dos procedimentos
necessarios para a execugao da pesquisa, e assinaram um Termo de Consentimento
Livre Esclarecido (Anexo 1).

Foram elegiveis para participar desse estudo os pacientes com diagndstico
confirmado de infeccdo por tuberculose, atendidos no Centro de Pesquisa Clinica
(CPC) do Hospital Universitario Cassiano Antonio de Moraes (HUCAM) e no Posto de
Saude de Maruipe no periodo de agosto de 2014 a fevereiro de 2016. Para compor
um grupo controle, selecionamos individuos saudaveis com teste tuberculinico
negativo com Purified Protein Derivative (PPD).

ApoOs receberem detalhadas informacgbes, os pacientes assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido concordando em participar do estudo cujo objetivo
foi avaliar o perfil de marcadores de exaustdo celular como indicadores de sucesso
da resposta quimioterapica contra Tuberculose Pulmonar Ativa, fazendo-se
necessario o estabelecimento de alguns critérios de elegibilidade para a selecdo da

amostra:
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e Maior de 18 anos e menor de 60 anos;

e N&o ser portador do virus HIV, Hepatite B ou C, ou possuir qualquer outra

doenca cronica,
e Aceitar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1);

e Possuir Tuberculose Pulmonar primaria, diagnosticada recentemente, e néao ter

iniciado o tratamento;

5.3 SELECAO DE PACIENTES

Pacientes com suspeita de tuberculose pulmonar atendidos no ambulatério de
Tisiologia do Hospital Universitario Cassiano Anténio Moraes (HUCAM) da UFES
encaminhados ao Centro de Pesquisa Clinica (CPC) do mesmo Hospital e pacientes
atendidos no Posto de Saude de Maruipe foram orientados por seus médicos,
conforme Manual de Recomendacfes para o Controle de Tuberculose no Brasil
(BRASIL, 2011a) a realizar exames para confirmagdo da tuberculose pulmonar
fornecendo amostras de escarro para que fossem submetidas a Baciloscopia e
Cultura realizados no Laboratério de Micobacteriologia do Nucleo de Doencas
Infecciosas (NDI/UFES).

Ao ser emitido o resultado da baciloscopia (em no méaximo 72 h) ocorreu a
selecdo dos pacientes para o0 estudo, onde o0s casos confirmados positivos para
tuberculose foram convocados para inicio do tratamento e orientados quanto aos
objetivos e metodologia deste estudo onde optaram em serem voluntarios ou nao.

Pacientes que aceitaram participar deste estudo assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e antes que fosse iniciado o tratamento tiveram o
sangue coletado em tubos heparinizados para execucao dos experimentos propostos
no estudo e informados quanto ao retorno apos 1 més e 2 meses de iniciado o

tratamento (figura 2).
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Individuos com suspeita de
Tuberculose Pulmonar

Escarro

Baciloscopia Cultura
(Até 72h) (21 dias)

Negativo ‘ ‘ Positivo ‘

» Antes do inicio do tratamento (T0O)
‘ » Apds 1 més de tratamento (T1)
« Apo6s 2 meses de tratamento (T2)

| Coleta de sangue

Figura 2: Fluxograma de selec&o de pacientes e condug¢éo do estudo.

Um grupo foi destinado aos Controles, formado exclusivamente por individuos
saudaveis, com resultado negativo para o Teste Tuberculinico com Purified Protein
Derivative (PPD).

5.4 AVALIACAO DA CARGA BACILAR ATRAVES DA BACILOSCOPIA E
CULTURA DE ESCARRO

Para avaliacdo da carga bacilar, amostras de escarro dos pacientes foram
submetidas a baciloscopia direta do escarro que se caracteriza como um método
fundamental pois permite descobrir as fontes mais importantes de infecgéo.

Desta forma, todas as amostras de escarro chegam ao laboratério de
micobacteriologia do NDI/UFES e s&o processadas no mesmo dia. A rotina consiste
na realizacdo de um esfregaco direto em lamina para baciloscopia (BRASIL, 2008) e
de um exame de cultura em meio Ogawa-Kudoh (O-K) através do método de
descontaminacéo de O-K (KUDOH e KUDOH, 1974; BRASIL, 2008), os quais apenas

retiram um pequeno volume da amostra.

5.4.1 Baciloscopia

O escarro de pacientes com tuberculose pulmonar ativa — em especial aqueles

com lesdo cavitaria — na maioria das vezes apresentam um grande numero de BAAR
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(bacilos alcool-4cido-resistentes) que séo facilmente detectados pela microscopia
direta.

A baciloscopia foi realizada utilizando-se como referéncia metodologica o
protocolo descrito no Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose
(BRASIL, 2008), em que a lamina com o esfregaco € corada pela técnica de Auramina-
O para visualizacdo dos bacilos em microscopio de fluorescéncia. Os resultados
positivos sdo observados através da coloracdo dos bacilos em amarelo alaranjado em
fundo escuro, enquanto nas laminas com resultados negativos observa-se apenas

campos com fundo escuro.

5.4.2 Cultura

O exame de cultura compreende cinco etapas: (1) pré-tratamento das amostras
clinicas — visa a preparacdo das amostras, conforme suas caracteristicas, para as
demais etapas metodoldgicas; (2) fluidificacdo-descontaminacdo — utiliza agentes
quimicos para homogeneizar a amostra clinica eliminando outros microrganismos da
mesma; (3) semeadura em meio de cultura — propicia o contato das micobactérias
existentes na amostra com as substancias nutritivas; (4) incubacdo — fornece a
temperatura correta e constante, necessaria para a multiplicacdo das micobactérias;
e (5) leitura dos tubos semeados e registro dos resultados — verifica a presenca de
colénias e/ou de contaminacao, como sinal de presenca de micobactérias e registra a
ocorréncia.

Para a realizacdo da cultura, os escarros foram concentrados por centrifugacéo
e em seguida descontaminados pelo método de Ogawa Kudoh (O-K) e apés
descontaminacéo foram semeados diretamente no meio de cultura O-K.

Para descontaminar os escarros, foi introduzido um swab estéril em cada
escarro e apos serem embebidos nos escarros, 0s swabs foram colocados em tubos
contendo solucado de NaOH 4% por 2 min.

Apos o término de 2 min, os swabs foram passados imediatamente na
superficie dos meios O-K, utilizando movimentos rotatorios e em zigue-zague.

Os meios de cultura foram colocados em estufa bacteriol6gica a 36 + 1°C.
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Os tubos semeados foram lidos ap6s 48 h de incubacéo e posteriormente de 7 em
7 dias até completar 8 semanas.

5.5 SELECAO DOS ISOLADOS DE M. tuberculosis

A cepa padrao de M. tuberculosis H37Rv - ATCC 27294 (gentilmente cedido pelo
laboratorio de micobacteriologia do Nucleo de Doencas Infecciosas) foi utilizada
devido a suas caracteristicas de viruléncia. A cepa foi cultivada em meio Ogawa-
Kudoh e armazenada em estufa a 37°C com 5% de CO2. Decorrido 14 dias de
crescimento foram as bactérias foram aliquotadas e armazenadas em freezers -70°C

até posterior preparo para a infeccao.

5.5.1 Preparo das cepas

As suspensdes-padrao, realizadas de acordo com o procedimento descrito a
seguir, podem ser mantidas indefinidamente, sem risco significativo de alteracdo nas
suas caracteristicas de viruléncia.

Para o presente estudo foi utilizada a cepa ATCC 27294 (H37Rv), referéncia
de viruléncia, no modelo experimental de infeccdo micobacteriana in vitro. A
preparacao das cepas para armazenamento, obedeceu-se ao procedimento abaixo:

A cepa foi crescida em meio de cultura Ogawa-Kudoh (O-K) a 37°C durante 21
dias, onde a bactéria encontrava-se em fase logaritmica de crescimento.

Apo6s o crescimento, as coldnias foram retiradas do frasco de cultura com
auxilio de alca bacteriolégica e inoculadas em tubos com tampa de rosca contendo
pérolas de vidro e 2 mL de PBS (Phosphate Buffered Saline) com 0,05% de Tween
80. Em seguida, o tubo foi agitado por 1 min, com a finalidade de realizar o rompimento
dos grumos da micobactéria. Apos a agitacao o tubo permaneceu em repouso por 30
min.

Em seguida, o sobrenadante obtido foi retirado utilizando pipeta Pasteur e
armazenado em outro tubo com tampa de rosca, sendo agitado rapidamente e sempre

que utilizado para manter a suspensao homogénea.
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Concomitantemente, foram separados e preparados tubos de rosca sem
pérolas de vidro, contendo 5 mL de PBS com 0,05% de Tween 80 onde foram
adicionadas algumas gotas da suspensao bacteriana devidamente homogeneizada.

Para determinar a concentracdo bacteriana obtida, a densidade oOptica (DO) da
suspensao foi medida em espectrofotbmetro a 265nm, sendo ajustada para o valor
desejado com DO equivalente ao padréo 1,0 da escala de McFarland (107 UFC/mL).
Assim, foi adicionado PBS com 0,05% de Tween 80, quando a DO estava com valor
acima do desejado ou acrescentado a suspenséao da bactéria quando o valor da DO
estava abaixo do esperado.

O volume de 10 mL do contetdo obtido foi transferido para um tubo coénico de
50 mL e centrifugado a 6000 rpm, sem desaceleracéo, durante 30 min para formacéo
do pellet contendo as micobactérias.

Subsequentemente, o sobrenadante foi cuidadosamente retirado, o pellet
ressuspendido em 50 mL de PBS com 0,05% de Tween 80 e novamente centrifugado
a 6000 rpm, sem freio, durante 30 minutos (primeira lavagem). Apos 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 0,5

mL em criotubos e armazenados a -70 °C.

5.5.2 Preparacéao do in6culo

Previamente a realizacdo de cada experimento, suspensfes bacterianas
previamente preparadas foram retiradas do armazenamento e descongeladas em
estufa a 37°C por 1 h, seguindo-se 3 ciclos de sonicacdo em Lysor por 10 s, com
intervalos de 5 min cada, para reduzir os agregados da micobactéria.

Foi utilizada a proporcao de uma bactéria para um mondcito (1:1) para realizar
as infeccdes. As bactérias na concentracédo de 107 bactérias por mililitro (ml) foram
descongeladas em estufa a 37°C com 5% de CO2 por 1 h e, no intuito de igualarmos

com a quantidade de mondcitos realizou-se diluicdes seriadas.
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A partir do inéculo principal (107) foram realizadas diluicdes seriadas, logo:

Suspensdo
-\ Bacteriana
/

0,1 ml
Diluigdo —»
¥ ¥ i 1
nonnman
0,9 ml I |
rRPMI | % L-i ‘ l |

10t 10?2 10% 10* 10° 10°

Figura 3: Diluicao seriada da suspenséao bacteriana para o controle da concentragé@o do inéculo para a
infeccao.

Como na figura 3, foram colocados 900 pl de RPMI 1640 (SIGMA - Aldrich)
suplementado (Soro Fetal Bovino Inativado, L-Glutamina, HEPES 1M - Gibco

Invitrogen) em cada tubo de hemodlise.

Da suspensao bacteriana retiravam-se 100 pl transferindo-os para o primeiro
tubo de hemdlise e assim era obtida a primeira diluicdo de 10x, neste caso, uma
suspensdo de 10° bactérias/ml (101). Para a producdo da suspenséo bacteriana de
105, retirava-se 100 pl da suspenséo bacteriana de 108 e a diluia em 900 pl de meio
RPMI 1640 suplementado, e assim consequentemente até a sexta e ultima diluicdo
(10°%).

Finalizada as dilui¢cdes, placas tripartidas contendo meio Middlebrook 7H11
(Becton Dickinson), Middlebrook OADC Enrichment (Becton Dickinson) e Glicerol
(Vetec — C3Hs(OH)s) eram identificadas com a data, cepa, diluicdo de cada quadrante
para em seguida ser iniciado o plaqueamento do controle de crescimento interno
(CCl).
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4
104 bac/ml 10¢'hac/ml

10 bac/ml

Figura 4: Esquema de plagueamento das cepas ap0s a diluigdo.

Para realizacdo o CCI, era necessario homogeneizar cada tubo de hemolise
com a pipeta, comecando do mais diluido para o menos diluido. Em cada quadrante
era colocada trés aliquotas de 30 pl de inéculo diluido.

Para a realizacdo dos experimentos aqui descritos, utilizdvamos a
concentracdo de 10° de bactérias, pois normalmente uma pessoa possui cerca de 1 x
108 de leucdcitos os quais cerca de 10% sdo mondcitos (10°) (LORENZI et al., 2003).

As placas eram armazenadas em samples bag (Low Density Polyethylene -
Nalgene) aos pares e incubadas em estufa a 37°C com 5% CO:2. As placas eram
contadas apos 14 dias e recontadas quando completavam 21 dias. Uma vez contadas
todas as colénias da menor diluicdo, efetuavamos os calculos a fim de sabermos a

guantidade inoculada.

5.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE MICROBICIDA DAS AMOSTRAS DE SANGUE
TOTAL (WHOLE BLOOD KILLING ASSAY - WBKA)

A preparagdo dos isolados bacterianos e dos in6culos seguiram 0 mesmo

protocolo apresentado anteriormente.



60

5.6.1 Culturas de sangue total

Para a realizacédo das culturas de sangue total eram necessarios microtubos
devidamente identificados, um rotor do tipo rotisserie, sangue heparinizados, além é
claro, dos inéculos preparados na proporcéo de 105/ml.

Eram colocados 500 ul de sangue total e 500 pl de in6culo bacteriano com
RPMI em microtubos de 1,5 ml. Os microtubos foram incubados em estufa com 5%

de COza 37°C durante 72h para avaliagédo da atividade microbicida.

5.6.2 Lise e Plagueamento das culturas de sangue total

Passado o tempo de cultura, os microtubos eram retirados da rotisserie e
colocados em centrifuga lacrada por 5 min a 13000 rpm, em seguida eram retirados
800 pl do sobrenadante que foram estocados para pesquisas posteriores em relagcao

a producéo de citocinas.

Para a lise das células e libertacdo das bactérias, eram adicionados 900 ul de
agua MILI-Q estéril a cada microtubo de cultura de sangue total, assim eles eram
agitados em vértex por 30 s, ficando em repouso por 10 min, e por fim, eram agitados
novamente em vortex, para aumentar o sucesso da lise. ApGs a Ultima agitacdo, 0s
tubos eram centrifugados a 13.000 rpm durante 10 min.

Retirados da centrifuga, eram removidos e descartados 800 pl do
sobrenadante. Para realizar o plaqueamento, cada amostra passou por uma diluicdo
seriada, saindo de 10° de bactérias até 102. Nesta diluicdo existe apenas uma
diferenca das anteriormente realizadas, ao invés de utilizar RPMI 1640 utilizamos PBS
+ 0,25% Tween - 80 estéreis. Consequentemente, para o plaqueamento, era seguido

0 mesmo protocolo de realizacédo do CCI.
57 AVALIAC;AO DAS CITOCINAS
Ensaios imunoenzimaticos de captura (ELISA) foram utilizados para mensurar a

concentracdo da IFN-y, IL-10, IL-4 e IL-17 presente no sangue total (ex vivo) dos

pacientes arrolados no estudo.
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A dosagem foi realizada utilizando sistema comercial, o kit da eBioscience ELISA
Ready-SET-Go! com pares de anticorpos monoclonais de captura e de revelacéo
biotinilado seguindo as instru¢des do fabricante.

Para a sensibilizacdo das placas de microtitulacdo de 96 pocos foram utilizados
anticorpos de captura - AC (250x: 48ul de AC em 12 ml de Coating buffer 1x) durante
18 horas, a 25°C. Em seguida, os poc¢os foram lavados com solucéo de lavagem (PBS
e 0,05% de Tween 20 (Sigma-Aldrich) e as amostras foram adicionadas e incubadas
na mesma temperatura por 2 horas. As placas, entdo, foram lavadas novamente com
solucéo de lavagem e incubadas com o anticorpo biotinilado - AB (250x: 24 pl de AB
em 6 ml de Diluent Assay) por 1 hora (25°C). Em seguida, foi feita mais uma lavagem
na placa e seguiu-se com a adicdo e incubacdo com enzima Avidina-Horseradish
peroxidase - HRP (250x: 24 ul de Avidina-HRP em 6 ml de Diluent Assay) durante 30
minutos a 25°C.

A reacdo foi revelada pela adi¢cdo de 0,005% de peroxido de hidrogénio (H2032)
30% e solucdo tampao citrato fosfato com 5% ABTS (2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (1x). Interrompeu-se a reacdo com adicdo de
dodecil sulfato de sddio (SDS) (Gibco) (1%) e prosseguiu-se com a leitura da
densidade Optica em um espectrofotdbmetro (SpectraMax, Molecular Devices) com a
absorbéancia determinada sob o comprimento de onda de 450 nm.

5.8 QUANTIFICACAO DA CONCENTRACAO DE NITRITOS NOS
SOBRENADANTES DAS CULTURAS DE SANGUE TOTAL (ENSAIO DE
GRIESS)

A formacéao do 6xido nitrico (NO) pode ser determinada indiretamente através da
reacdo de Griess (Green et al.,, 1982), que quantifica os nitritos acumulados nos
sobrenadantes de culturas celulares, uma vez que o NO origina nitritos em solucao
aquosa.

A reacdo de Griess compreende na formagéo de um cromoéforo durante a reagéo
dos nitritos com sulfanilamida e aminas heterociclicas, como a N-(1-
naftil)etilenodiamina, em condi¢cbes de baixo pH. Assim, durante esta reacdo a pH
acido, os nitritos sofrem diazota¢do com a sulfanilamida e formam um sal de diazénio.

Este, liga a N-(1-naftil) etilenodiamina formando-se um composto rosa que possui um
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espectro de absorcdo caracteristico e que pode ser quantificado por
espectrofotometria.

A concentragéo de nitrito (NO2’) produzidos por mondcitos como uma medida da
producdo de 6xido nitrico (NO) foi determinada a 540 nm, utilizando o reagente de
Griess num espectrofotdmetro.

Para esta analise cerca de 50 pl de sobrenadante de cultura de sangue total foi
removido dos pocos de cultura e plagueados em duplicata em placas de microtitulacao
de 96 pocos.

Em seguida, as amostras foram incubadas com igual volume de reagente de
Griess, composto de 2,5% de &cido orto-fosférico (HsPO4), 1% de sulfanilamida
(Sigma-Aldrich) e 0,1% de a-Naftiletilenoaminohidrocloro (Sigma-Aldrich).

A reacdo foi lida ap6s 10 min no leitor de placas utilizando o comprimento de onda
de 540 nm (SpectraMax, Molecular Devices). A concentracao de nitrito foi determinada

utilizando nitrito de s6dio como padrao.

5.9 IMUNOFENOTIPAGEM

A caracterizacao fenotipica foi realizada com a utilizacdo de sangue total (ex vivo)
dos pacientes arrolados no estudo, onde foram avaliadas a presenca de receptores
de exaustédo celular (PD-1 e TIM-3) na superficie dos linfocitos T. Para caracterizar o
fendtipo dessa populacao celular, foi utilizado anticorpos adquiridos junto a BD
(Becton, Dickinson and Company) de acordo com o protocolo disponibilizado pelo
fabricante, utilizando citbmetro FACScalibur

Desta forma, foram pesquisados marcadores extracelulares para os receptores
CD4, CD8, PD-1 e TIM-3. Para verificacdo de ligacdes inespecificas, utilizou-se
anticorpos murinos, especificos para imunoglobulinas de camundongo.

Os anticorpos utilizados durante o estudo estdo apresentados na Tabela 1:
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Tabela 1: Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos utlizados para
Imunofenotipagem

TUBOS ANTICORPOS MARCADORES
Controle Isotipico Anti-lgG-1 PE
Anti-lgl-2a FITC
Anti-lgG-2b PeCy-5
Anti-CD4 FITC
Exaustédo de Células T Anti-CD8 PeCy-5
Anti-PD-1 PE
Anti-TIM-3 APC

Desta forma, para cada marcacao celular, foram retirados dos tubos de sangue
(ex vivo) 0,2 mL. Para primeira etapa da imunofenotipagem, foram adicionados ao
sangue a proporc¢ao de 1:100 de cada anticorpo em tubos de polipropileno, especificos
para citometria de fluxo. Esses permaneciam incubados por 30 minutos a 4°C e ao
abrigo da luz. Apds essa incubacao, os eritrocitos foram lisados com 0,1 mL de
solucéo de lise (BD FACS lysing solution), diluida 10 vezes, por 15 minutos em
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Entdo, os tubos foram centrifugados a 1400
rpm por 7 minutos e o sobrenadante descartado. A suspenséo de célula obtida depois
da lise foi lavada com 1 mL de PBS (phosphate buffered saline) gelado e centrifugada
a 1400 rpm por 7 minutos. A partir desse ponto, os tubos identificados para o controle
isotipico e exaustdo foram ressuspendidos em Macs Facs, onde as células
permaneciam fixadas e aguardavam a leitura.

A aquisicdo e leitura das células foram realizadas através do programa BD
CELLQUEST Pro e os resultados obtidos foram analisados pelo programa FLOWJO
versao v10.0.8. A analise das caracteristicas fenotipicas da populacédo estudada foi
realizada através dos parametros de tamanho (FSC - Foward Scatter), granulosidade
(SSC - Side Scatter) e intensidade de fluorescéncia dos anticorpos marcados com
fluorescein isothiocyanate (FITC), Phicoerithrin (PE), Phycoerythrin-Cy5 (PE-Cy5) e
Allophycocyanin (APC).

A figura 5 ilustra o processo de analise das amostras estudadas, de acordo com
0S parametros acima citados. Primeiramente foi determinada a populacéo de linfécitos
T baseada em a espectros morfométricos atraves de graficos de distribuicdo pontual

de tamanho versus granulosidade com a sele¢cao da regido de interesse. A partir da
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selecdo dessa populagéo, foram separados os linfécitos CD4* e CD8*, identificados
pelo tamanho celular e expressado desse marcador em FL1 e FL3 respectivamente.
Em seguida, foram identificados os eventos de células T CD4*, PD1*TIM3", PD1 TIM3*
e PD1*TIM3* e CD8*, PD1*TIM3", PD1TIM3* e PD1*TIM3* com base na expresséo
dos marcadores PD1 e TIM3, cujas fluorescéncias foram captadas em FL2 e FL4
respectivamente. A avaliacdo da presenca de ligagbes inespecificas detectadas
através do controle isotipico também foi demonstrada por FL1 versus FL2.
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Figura 5: Representacdo do processo de andlise das amostras estudadas por citometria de fluxo
através do programa FLOWJO 7.6.5. Representagdo do controle isotipico, com baixa presenca de
ligagBes inespecificas. Selegdo da populacéo de linfocitos, através dos parametros de granulosidade
versus tamanho. Selecéo de células CD4* e CD8*, por meio de fluorescéncia relativa detectada FL1
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versus FL3. Quantificagdo dos eventos de células T CD4* expressando receptores de exaustao celular
TIM3 e PD1 mediante a emisséo da fluorescéncia relativa detectada em FL2 versus FL4. Quantificacdo
dos eventos de células T CD8* expressando receptores de exaustdo celular TIM3 e PD1 mediante a
emisséao da fluorescéncia relativa detectada em FL2 versus FLA4.

5.10 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism
versao 6.0 levando em consideracdo a natureza das variaveis estudadas. Para
comparacao dos dados foi utilizado o teste de T de Student, para amostras nao
pareadas. Para comparacéo da frequéncia da expressao de receptores de exaustao
imunolégica com a carga bacilar, utilizou-se o coeficiente de correlacdo de Pearson.

Todos os intervalos de confianca foram de 95% e o nivel de significancia para os

testes utilizados foi de 0,05.



6 RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACAO DOS INDIVIDUOS ESTUDADOS
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Dezenove voluntarios recém diagnosticados com tuberculose pulmonar e sem

tratamento enquadrados nos critérios de inclusdo aceitaram participar deste estudo.

Desta forma, todos os pacientes que aderiram ao projeto assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido e suas amostras de sangue cedidas foram

previamente testadas para os virus da Hepatite B, Hepatite C e HIV de modo a néao

interferir nos resultados da pesquisa (Tabela 2).

Tabela 2: Resultados dos Testes de Elegibilidade e Carga Bacilar
HBsAg® | HCV? HIV3 BACILOSCOPIA*
PACO01 [ NRS NR NR ++
PAC02 [NR NR NR +
PACO03 | NR NR NR +++
PAC04 [NR NR NR +++
PACO05 | NR NR NR +++
PAC06 | NR NR NR +
PAC07 [NR NR NR +
PAC08 | NR NR NR +
PACO09 |NR NR NR .
PAC 10 [NR NR NR .
PAC 11 | NR NR NR +++
PAC12 [NR NR NR +
PAC 13 [NR NR NR +
PAC 14 [NR NR NR +
PAC 15 [ NR NR NR +
PAC 16 [ NR NR NR +
PAC 17 | NR NR NR +++
PAC 18 [NR NR NR +
PAC19 | NR NR NR +++

6.2 FREQUENCIA DE CELULAS T COM FENOTIPO DE EXAUSTAO CELULAR
NAS CULTURAS DE SANGUE TOTAL EX VIVO DE INDIVIDUOS COM

TUBERCULOSE PULMONAR

Com o objetivo de avaliar a frequéncia de células T de exaustao in vitro durante

a infeccao pelo M. tuberculosis e sua expressao durante a doencga sem tratamento e

nos dois primeiros meses de tratamento, realizamos a analise fenotipica de receptores

de exaustdo (PD-1 e TIM-3) em populagdes de linfocitos T CD4* e CD8*, através de

citometria de fluxo, em amostras de sangue total dos pacientes, em trés tempos
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distintos (TO — sem tratamento, T1 — um més de tratamento e T2 — dois meses de
tratamento).

A analise dos grupos revelou uma reducao significativa da populacéo de células
T CD4* e CD8" que expressavam o0 receptor de exaustdo celular PD-1 antes do

tratamento e durante os dois primeiros meses de tratamento.
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Figura 6: Analise da cinética de expressédo de PD-1 em células T CD4* e CD8* em amostras de sangue
total de pacientes com tuberculose ativa. As amostras foram obtidas antes do tratamento (TQ) ou apés
o primeiro (T1) e segundo més de tratamento (T2). [A] Frequéncia global da expressédo de PD-1 em
células T CD4* e [B] T CD8*.

Desta forma, observamos que durante a doenca ativa existe um aumento da
frequéncia desse receptor na populacdo de linfocitos T CD4* (Figura 6a) bem como
em linfocitos T CD8* (Figura 6b). Esse aumento é evidente nos pacientes infectados
antes do inicio em relacdo aos mesmos pacientes apds o primeiro e segundo meses
de tratamento. Além disso, observamos que na populacédo de linfocitos T CD4*, a
expressdo de PD-1 reduziu significativamente ja no primeiro més de tratamento,
permanecendo a frequéncia desse receptor correspondente entre o primeiro e
segundo més. Por outro lado, na populagdo de linfécitos T CD8* a reducdo na

expressao desse receptor, foi de forma gradual durante o tratamento.

Também analisamos os niveis de expressao de TIM-3 em células T CD4* e
CD8* de pacientes com tuberculose pulmonar ativa antes do inicio do tratamento e
nos dois primeiros meses do tratamento. De igual modo, observou-se um aumento da
frequéncia de células T CD4*TIM-3* (Figura 7a) e células T CD8* TIM-3* (Figura 7b)
nos pacientes infectados em relacdo aos mesmos pacientes ja no primeiro més de

tratamento.
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Figura 7. Andlise da cinética de expressao de TIM-3 em células T CD4* e CD8* em amostras de sangue
total de pacientes com tuberculose ativa. As amostras foram obtidas antes do tratamento (T0), apés o
primeiro (T1) e segundo més de tratamento (T2). [A] Frequéncia global da expresséo TIM-3 em células
T CD4* e [B] T CD8".

Quanto a frequéncia da expressao simultdnea dos receptores de exaustdo
celular (Figura 8), observamos maior presenca de células T CD4 duplo positivas
(CD4*PD1*TIM3*) bem como de células T CD8 duplo positivas (CD8*PD1*TIM3*) no
momento da tuberculose ativa antes do inicio do tratamento sugerindo um perfil de
exaustdo na Tuberculose pulmonar ativa. Em contrapartida, jA no primeiro més de
tratamento a coexpressao desses receptores sofre uma reducao significativa deste
perfil de exaustdo com continua reducdo no segundo més de tratamento sugerindo
uma inversao do fendtipo de exaustdo expressos por linfécitos T CD4 e CD8 e a

possivel recuperacgdo do sistema imunoldgico.
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Figura 8. Analise da cinética de coexpressao de PD-1 e TIM-3 em células T CD4* e CD8* em amostras
de sangue total de pacientes com tuberculose ativa. As amostras foram obtidas antes do tratamento
(T0), apds o primeiro (T1) e segundo més de tratamento (T2).
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6.3 PERFIL DE CITOCINAS NO SOBRENADANTE DAS CULTURAS DE SANGUE
TOTAL

Diante dos resultados obtidos com a imunofenotipagem, avaliamos a producao
de citocinas nas amostras obtidas através da analises por Ensaio Imunoenzimaticos
(ELISA) das citocinas IL-4, IL10, IL-17A e IFN-y, a fim de observarmos a comunicacao
entre as células durante a doenca ativa e nos dois primeiros meses de tratamento,
uma vez que a producdo de citocinas é determinante para o direcionamento e

funcionamento adequado da resposta imune celular.

Sendo assim, observamos que durante a doencga ativa a proporgdo de IFN-y
liberado pelas células produtoras de IFN-y caiu com a persisténcia da infec¢céo, por
outro lado, com o inicio do tratamento este perfil foi revertido havendo um aumento

significativo da liberacdo desta citocina (Figura 9).

Um comportamento inverso foi observado na andlise de IL-10, a qual demonstrou
um aumento em sua liberacao durante a doenca ativa e consequente reducédo ja nos

primeiros meses de tratamento (Figura 9).

Quanto aos niveis das citocinas IL-4 e IL-17 (Figura 9), estas ndo apresentaram

diferenca significativa.
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FIGURA 9. Analise da producao de citocinas (IFN-y, IL-10, IL-4, IL-17) no sobrenadante de cultura
de sangue total de pacientes com tuberculose pulmonar ativa, antes do tratamento (T0) ou ap6s
primeiro més (T1) ou segundo més (T2) de tratamento.

QUANTIFICACAO DA CONCENTRACAO DE NITRITO NOS
SOBRENADANTES DAS CULTURAS DE SANGUE TOTAL

Para a dosagem do 6xido nitrico, foi utilizada a reacéo colorimétrica de Griess,

que consiste na deteccdo de nitrito (NO2), resultante da oxidacdo do NO nos

sobrenadantes de cultura previamente coletados.

A produgéo de nitrito foi avaliada em amostras de sobrenadantes de culturas de

sangue total de individuos participantes deste estudo antes do tratamento

antituberculose, no primeiro e no segundo meses de tratamento.

Considerando-se que a participacdo do oxido nitrico (NO) €& essencial para

eliminar o M. tuberculosis, avaliamos se a diferenca observada entre a doenca ativa e

durante o tratamento poderia estar relacionada com a capacidade de producéo de

nitrito.
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Figura 10. Producgéo de nitrito entre os grupos de de pacientes com tuberculose pulmonar ativa, antes
do tratamento (T0) ou apds o primeiro més (T1) ou segundo més de tratamento (T2). Os niveis de nitrito
foram determinados através da realizacdo da reacéo de Griess e expressos em M.

A analise da concentragédo de nitrito (NO2) mostra uma maior concentragdo de
nitrito durante a doenca ativa, isso ocorre porgue um dos mecanismos pelo qual o
macréfago mata o bacilo da tuberculose € o aumento da capacidade de sintetizar
oxido nitrico (NO). No entanto, com o inicio do tratamento, observamos uma redugéo

bastante significativa na producéo deste radical livre.

6.5 ATIVIDADE MICROBICIDA EM AMOSTRAS DE SANGUE TOTAL

Ensaios de morte mediada por células in vitro podem proporcionar uma medida
promissora da capacidade funcional das células para matar micobactérias.

Desta forma, o ensaio de Atividade Microbicida no Sangue Total (Whole Blood
Killing Assay - WBKA) tem a vantagem de incluir todas as células com potencial
atividade antimicobacteriana em comparagdo com infeccdo de mondcitos
diferenciados isolados, além disso, sdo mais facilmente adaptaveis para uso em
estudos de grande escala.

Com o objetivo de avaliarmos a capacidade microbicida dos individuos com
tuberculose pulmonar ativa sem tratamento e durante os dois primeiros meses de

tratamento realizamos o ensaio de Atividade Microbicida no Sangue Total (WBKA).
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Culturas de sangue total (72 h) foram estabelecidas utilizando-se amostras de
cada um dos individuos durantes o0s tempos pré-tratamento e tratamento
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Figura 11: Andlise quantitativa do nimero de unidades formadoras de colénias (UFC) a partir de
ensaios WBKA em cultura de sangue total individuos com tuberculose pulmonar ativa (n=19) nos
tempos: TO, antes do tratamento; T1, um més de tratamento; T2, dois meses de tratamento. Resultados
de cada um dos grupo de tempo refletem as UFCs encontradas, ap6s 72 h de incubagéo.

Dados do experimento de WBKA demonstram que apos 72h, a atividade
microbicida dos pacientes no segundo més de tratamento foi significativamente

maior (p<0,005) a dos demais tempos (Figura 11).

6.6 CORRELACAO ENTRE A CARGA BACILAR E EXPRESSAO DE
RECEPTORES DE EXAUSTAO IMUNOLOGICA

Ao se comparar uma possivel correlagdo entre a frequéncia de receptores de
exaustao imunoldgica com a carga bacilar dos pacientes no momento do diagnéstico
de tuberculose pulmonar ativa atraveés da analise do escarro por baciloscopia (Figura
12), ndo se observou diferenca estatistica quando analisamos a expresséao isolada do
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receptor PD-1 em células T CD4* (A), bem como em T CD8* (B). O mesmo foi
observado na analise isolada do receptor TIM-3 em células T CD4* (C), ou na
avaliacdo simultanea da expressao destes marcadores (duplo positivo) em células T
CD4* (E). De forma diferente, observou-se uma correlacdo positiva significante entre
a expressao isolada de TIM-3 em células(D), bem como a frequéncia da expressao
de PD-1 e TIM-3 (duplo positivo) em células T CD8" (F).
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Figura 12: Grafico de disperséo correspondente aos valores da frequéncia da expressao de receptores

de exaustao celular: PD-1 em células T CD4* (A) e CD8* (B); TIM-3 em células T CD4* (C) e CD8* (D);
e duplo positivo (PD-1*TIM-3*) em células T CD4* (E) e CD8* (F) em relacdo a carga bacilar.
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7. DISCUSSAO

Este estudo envolveu dezenove pacientes com tuberculose pulmonar
confirmada por Baciloscopia e cultura positivas para o M. tuberculosis e com idade
maior que dezoito anos e menor que sessenta anos. Desta forma, com o objetivo de
avaliar a expressao de receptores de exaustao celular durante a tuberculose ativa e
nos dois primeiros meses de terapia antituberculose fez-se necessario o
estabelecimento de alguns critérios de elegibilidade para a selecdo das amostras, no
qual objetivou-se a exclusao de pacientes acometidos por agentes patogénicos que
pudessem promover infec¢gdes cronicas tais como o HIV, HBV, HCV (Tabela 1) bem
como excluir fatores relacionados a idade como a imunossenescéncia . Tal medida
visou assegurar que somente 0s pacientes que apresentavam as caracteristicas
necessarias para execucao desta pesquisa fossem incluidos no estudo, para assim
contribuir com resultados confidveis e concretos no que diz respeito a Exaustdo das

Células T.

A incapacidade das células T para eliminar esta infec¢do provavelmente indica
que as respostas das células T estdo sujeitas a imunorregulacdo durante a
tuberculose. Além disso, a estimulacdo antigénica persistente durante a infeccéo
cronica leva, muitas vezes, a exaustao de células T (WHERRY, 2011). Entre os varios
receptores inibidores, destacam-se PD-1 e TIM-3 como marcadores fenotipicos de
células T funcionalmente deficientes, gerados durante infeccdo patogénica cronica,
alids, de acordo com dados da literatura, durante a tuberculose induzida em
camundongos, PD-1 e TIM-3 sado os dois receptores inibidores mais abundantemente
expressos (JAYARAMAN et al., 2016).A exaustdo das células T surgem mais
comumente durante infeccbes cronicas, e 0s niveis e duracdo da estimulacdo
antigénica sdo determinantes criticos deste processo. Logo, durante a infeccéo
cronica com M. tuberculosis, ocorrem alteragdes funcionais e fenotipicas em células
T especificas para o M. tuberculosis, e, o hospedeiro lentamente perde as
caracteristicas importantes das células do sistema imunoldgico, tais como a secrecao
de citocinas e propriedade citolitica (HENAO-TAMAYO et al., 2011; JIN et al., 2011,
REILEY et al., 2013). Em modelos animais, a infec¢cédo tuberculosa em curso foi

recentemente relatada dirigir células T em um estagio de diferenciacédo terminal. Os
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dados dos individuos infectados fornecem a mesma interpretagdo geral com
comprometimento progressivo das respostas das células T CD4 especificas do M.
tuberculosis com o0 aumento da carga de micobactérias, um desenvolvimento que
poderia ser anulado através de tratamento antituberculose (LINDENSTROM et.al,
2013). Assim, a resposta imunoldogica conferida apds a infeccdo pelo M. tuberculosis
é criticamente dependente de células T CD4* durante a infecgdo aguda e cronica. A
maneira como as respostas de células T CD4 sdo mantidas durante toda a infeccao
nao esta bem compreendida, e os resultados dos outros modelos de infeccéo sugere
que, sob condi¢cdes de estimulacdo antigénica crbnica, as células T podem ser
submetidas a exaustdo. Assim, estes resultados levaram-nos a determinar se as
subpopulacdes de células T CD4 expressavam marcadores de exaustdo durante a
infeccdo de M. Tuberculosis em pacientes com tuberculose pulmonar ativa sem
tratamento e apds o primeiro e segundo meses de tratamento (REILEY et. al 2010).
Nossos achados evidenciam a presenca de receptores compativeis com o peffil
fenotipico de exaustdo celular (PD-1 e TIM-3) tanto em células T CD4 quanto em
células T CD8 em maior frequéncia na tuberculose ativa, sendo verificada uma
reducao significativa apos o inicio do tratamento. Esse carater foi demonstrado tanto
na expresdo de um unico receptor (CD4*PD-1*TIM-3; CD4* PD-1TIM-3*; CD8*PD-
1*TIM-37; CD8* PD-1TIM-3*) quanto na apresentacao duplo positiva (CD4*PD-1*TIM-
3*; CD8*PD-1*TIM-3*) (Figuras 6, 7 e 8). Tais achados corroboram evidéncias
recentes as quais sugerem disfuncdo progressiva das células T CD8 em infeccéo
cronica pelo M. tuberculosis, por exemplo, as células T CD8 em camundongos
infectados pelo bacilo da tuberculose gradualmente perdem seu potencial litico
durante a progressao para a fase crénica da infeccéo. Além disso, as células T CD8*
de individuos com tuberculose pulmonar mostram diminuicdo da atividade citotdxica
e expressdo de moléculas citotéxicas, em comparacdo com as células de controles
saudaveis nao infectadas (DAY et. al, 2011). Jayaraman et al. (2016) reforcam nossos
achados uma vez que avaliaram a perda da funcéo de células T associando-a ao
ganho de receptores inibidores da superficie celular, bem como a co-expressdo de
mais de um destes receptores por linfocitos T CD4* e CD8 * dos pulmbdes de
camundongos infectados com M. tuberculosis sugerindo que a coexpressao de
multiplos receptores inibidores, como TIM3*PD1* sdo mais propensos a exaustao. A
evidéncia a partir de modelos animais e humanos sugere um papel importante para

as células T CD4 e CD8 no controle imunolégico bem sucedido da infecgdo por M.
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tuberculosis (DAY et. al, 2011). A ativacdo completa das células T requer trés sinais,
o primeiro sinal € a interagdo do complexo MHC com peptideo antigénico via TCR, o
segundo sinal & coestimulador ou coinibidor fornecido por células apresentadoras de
antigeno, o terceiro sinal é a estimulacdo por citocinas extracelulares. Entre estes
sinais, o segundo sinal determina a promocao ou inibicdo da producéo de citocinas e
da funcéo efetora das células T, de sinais coinibidores adequados para amortecer a
inflamacéo evitando danos no tecido a partir da reacdo imunolégica excessiva,
enquanto que sinais coinibidores duradouros e excessivos levam a
hiporresponsividade das células T. Sinais coinibidores sdo mediados principalmente
por receptores inibidores que sdo os principais fenétipos de células T de exaustédo
(JIANG; LI; ZHU, 2015). Assim, uma vez caracterizado o perfil fenotipico de exaustao
celular durante a tuberculose ativa, avaliamos a producéo de citocinas, visto que esta
condicdo sustenta mecanismos precisos que contribuem para a perda do controle

imunoldgico e a progresséao para tuberculose ativa (DAY et al., 2011).

Macrofagos infectados com M. tuberculosis séo bastante ineficientes para
estimular a proliferacdo e producdo de citocinas por células T CD4* micobactérias-
especificas, podendo resultar em diminuicdo da regulacdo da expressdo e
apresentacao do complexo de histocompatibilidade principal de classe Il (MHC - II).
Além disso, outros estudos indicam que o M. tuberculosis induz macré6fagos a produzir
citocinas imunossupressoras, tais como IL-10 ou TNF-(3, e estas citocinas prejudicam
a capacidade dos macréfagos infectados para estimular as células T de forma eficaz.
Um relatério recente indica que macréfagos infectados com M. tuberculosis sao
refratarios aos efeitos de IFN-y, um mediador importante da ativacdo de macrofagos
(JOANNE; FLYNN; CHAN, 2001).

IFN-y é uma citocina central na resposta imunoldgica contra agentes
patogénicos. Camundongos deficientes do gene do IFN-y (camundongos knockout do
gene IFN-y), desenvolvem uma forma fatal e disseminada da doenca quando
introduzido um in6culo normalmente subletal de M. tuberculosis (COOPER et al.,
1993; FLYNN et al., 1993). Esta citocina é responsavel pela ativacdo de macrofagos
em tuberculose, incluindo a producdo de intermediarios reativos de nitrogénio,
mecanismo conhecido pelo qual os macréfagos podem matar M. tuberculosis
intracelular (JOANNE; FLYNN; CHAN, 2001). Além disso, esta citocina é um indutor

eficaz de mecanismos antimicrobianos em varios sistemas tendo sido mostrado inibir
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o crescimento de micobactérias in vitro (COOPER et al., 1993). Nossos achados
revelam que os perfis na producdo de citocinas diferiram significativamente entre
pacientes com tuberculose ativa e pacientes em tratamento. Em relacdo aos niveis de
IFN-y durante a tuberculose ativa percebeu-se frequéncias significativamente mais
baixas na producéo desta citocina tendo esse perfil modificado ja no primeiro més de
tratamento com seu aumento significativo (Figura 9). O perfil de IFN-y ap6s o
tratamento é similar aos encontrados no estudo utilizando modelos murinos
(JAYARAMAN et al.,, 2016). Estes resultados indicam, portanto, que o IFN-y
desempenha um papel crucial na expresséo de imunidade protetora contra a infeccéo
(COOPER et. al, 1993).

Assim, o aumento relativo na proporcdo de células T CD4* que secretam
citocinas durante o tratamento pode refletir a manutencdo de uma resposta efetora
estavel (MILLINGTON et. al, 2007). Apesar do efeito protetor da resposta Thl e Th17
contra a tuberculose, a elevada expressdo de citocinas pro-inflamatérias esta
relacionada com a imunopatogénese da doenca. Para limitar esta acdo deletéria,
surgem os mecanismos anti-inflamataorios, representados pelos receptores soluveis
de TNF-a, que impedem a ligagdo dessa citocina ao seu receptor, por blogueio da
sinalizacado, pelas células T reguladoras e pelas citocinas anti-inflamatorias, IL-4, IL-
10 e TGF-B. Ademais, varias infeccBes crbnicas, incluindo a tuberculose, estédo
associadas com a producao de niveis aumentados da citocina imunossupressora, IL-
10 (GIDEON et al., 2015; PERESI et al., 2008).

IL-10 € uma citocina imunorreguladora que pode atenuar as respostas
inflamatorias, alids, apresenta efeitos multiplos e foi mostrado reduzir a producéo de
citocinas pro-inflamatorias, impedindo a funcdo das células apresentadoras de
antigeno, amortecendo as respostas das células T, e também afetando a disregulacéo
das células B (JIN et al, 2011). Infecgdes crbnicas pelo EBV (virus do Epstein Barr),
HBV, HCV, HIV ou LCMV (virus da Coriomeningite Linfocitica) esta associada com o
aumento da producéo de IL-10. Experimentos utilizando modelo murino mostraram
gue IL-10 sozinha desempenha um papel fundamental durante a fase cronica / latente
da tuberculose pulmonar contribuindo potencialmente para a reativacdo da
tuberculose (BEAMER et al., 2008; TURNER et al., 2002). Além disso, em estudos de
tuberculose humana, IL-10 mostrou-se elevada no soro de pacientes com tuberculose
pumonar ativa (VERBON et al., 1999). De fato, a inducao de IL-10, devido ao seu

papel regulador, pode ser considerado como um mecanismo de prevencao contra
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danos teciduais durante a infeccdo cronica de M. tuberculosis. Mas, esses
“‘beneficios” sdo controversos,uma vez que ao mesmo tempo que a IL-10 parece
limitar o dano tecidual por suprimir a inflamac&o, esta citocina também contribui para
o ambiente de hospedeiro, que permite a persisténcia dos bacilos, contribuindo
diretamente para a reativacao da tuberculose (SASINDRAN; TORRELLES, 2011). A
relacdo entre a IL-10 e a exaustdo de células T tem sido bem estudada usando o
sistema de analises comparativas de camundongos submetidos a infec¢cdes por LCMV
aguda (Armstrong) e croénica (clone 13), revelando que ambos os niveis de proteina e
RNA mensageiro da IL-10 foram maiores nos grupos cronicamente infectados
(BROOKS et al., 2006; EJRNAES et al., 2006; MARIS; CHAPPELL; JACOB, 2007).
Alids, recentemente, estes estudos identificaram a IL-10 como um regulador chave da
persisténcia viral durante a infeccdo por LCMV cronica (JIN et al.,, 2011).
Camundongos knockout para IL-10 ou tratados com um anticorpo bloqueador de IL-
10R rapidamente controlaram a replicagdo de uma estirpe de LCMV crbnica e
desenvolveram respostas funcionais de células T demonstrando que os niveis de IL-
10 podem ter uma profunda influéncia sobre o resultado da infeccdo crbnica, bem
como na qualidade da resposta imunoldgica celular (BROOKS, et al., 2006;
EJRNAES, et. al 2006). Nossos achados revelam um aumento da producéo de IL-10
durante a tuberculose ativa seguido de uma significativa reducdo apés inicio do
tratamento. Dados similares foram encontrados nos estudos realizados em
camundongos por Jayaraman et al. (2016) sustentando a hipotese proposta por
Brooks et al. (2006) e EJRNAES, et. al (2006) onde identificaram IL-10 como uma
Unica molécula que é regulada positivamente durante a infec¢éo viral cronica e que
induz diretamente a persisténcia viral. Nestes estudos, foi documentado que o
aumento da producédo de IL-10 durante o inicio de LCMV cronica induz a inativacao
de células T e resulta na persisténcia viral. Assim, a infec¢ao cronica por LCMV esta
associada a exsaustdo de células T e niveis elevados de IL-10 séo observados sob
estas condigdes (YI; COX; ZAJAC, 2010).

Em relacdo a producdo de IL-17, nossos dados ndo revelaram diferenca
significativa durante a tuberculose pulmonar e apés o inicio do tratamento (Figura 9),
entretanto, os pacientes no inicio do tratamento apresentaram baixos niveis de IL-17
gue tendem a aumentar com o tratamento e morte do patdgeno. Estes achados
corroboram os dados encontrados por Oliveira et al. (2014), cujos achados foram

semelhantes, revelando uma frequéncia de ceélulas Thl7 em pacientes com
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tuberculose pulmonar como significativamente menor do que em controles saudaveis
e individuos com tuberculose latente, sugerindo que uma resposta Thl7 reduzida
poderia estar associada com a manifestacéo clinica da tuberculose pulmonar e que
este subtipo celular pode estar envolvido na protecdo e ndo na imunopatogénese da
doenca. As células Thl7, que estdo envolvidas no desenvolvimento de doencas
autoimunes e inflamatorias, estdo também envolvidas na protecdo contra certos
patégenos intracelulares como o M. Tuberculosis, no entanto, o papel exato dessas
células em individuos com tuberculose pulmonar, principalmente durante o tratamento
antituberculose, ainda néo esta muito esclarecido (CHEN et al., 2010; LOCKHART;
GREEN; FLYNN, 2006). Estudos recentes mostram que a infec¢éo por M. tuberculosis
em humanos pode induzir respostas de células Th1l7 antigeno-especificas, que é
diminuida em pacientes com manifestacfes da doenca ativa em compara¢cdo com
individuos saudaveis expostos as micobactérias (CHEN et al.,, 2010). Logo, um
mecanismo provavel subjacente a resposta Th17 suprimida seria o efeito inibitério de
células T reguladoras (Tregs) ja que estas podem inibir o desenvolvimento de células
Th1l7 (ZIEGLER; BUCKNER, 2009).

Quanto a producdo de o6xido nitrico (NO), sua formacdo foi determinada
indiretamente através da reacdo de Griess (Green et al., 1982), que quantifica os
nitritos acumulados nos sobrenadantes de culturas celulares, uma vez que o NO
origina nitritos em solugcédo aquosa. O Oxido nitrico (NO) tem sido bem demonstrado
ser essencial para a atividade micobactericida de fagécitos murinos. O papel do NO
na resposta humana as micobactérias estd menos bem caracterizado. A presenca de
oxido nitrico sintase (NOS2) foi recentemente descrito em macréfagos alveolares de
pacientes com tuberculose, mas a cinética da sua producdo e o seu papel na
tuberculose ainda é controverso (ASTON et al., 1998; NICHOLSON et al., 1996;
NUNES-ALVES et al.,, 2014). NO é considerado um dos principais mediadores
envolvidos na destruicdo do M. tuberculosis e a sua geracdo esta dependente da
enzima Oxido nitrico sintase induzivel (INOS) (YUHAS et al., 2009). Em nosso estudo
observamos uma reducdo significativa de NO logo ap6s o inicio do tratamento
antituberculose (Figura 10). Resultados semelhantes foram evidencidos por Oliveira
et al. (2014) onde individuos apresentaram uma inibicéo na expressao génica de iNOS
durante o tratamento em comparagcdo com individuos controle. Em outro estudo,
Nicholson et al. (1996) detectou iINOS na média de 65% de macréfagos alveolares de

100% dos 11 pacientes com diagndstico recente de tuberculose pulmonar néo tratada.
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Em contraste, nos 5 individuos normais, células alveolares NOS2-positivas obtiveram
em média 10% da populacdo de lavado broncoalveolar. O grau substancialmente
maior de expresséo de NOS2 em macrofagos alveolares de pacientes com tuberculose
em comparacdo com individuos sadios pode significar que NOS: foi induzida em
macréfagos alveolares dos doentes por citocinas e/ou produtos de micobactérias
(NICHOLSON et al., 1996).

Alguns antigenos de M. tuberculosis, como CFP-10 e a proteina 19 kDa, podem
agir em funcdo dos macroéfagos, inibindo a sua capacidade microbicida, criando um
ambiente favoravel para a sobrevivéncia do M. tuberculosis. O componente da parede
celular das micobactérias, lipoarabinomanano (LAM), pode inibir diretamente a fusao
do fagolisossomo e estudos tém sugerido que o M. tuberculosis pode impedir o seu
recrutamento para o fagolisossomo, também caracterizando um mecanismo de fuga
para esta bactéria (GUPTA et. al 2010). Outro fato que deve ser considerado é que
outros mecanismos microbicidas, tais como metabdlitos de oxigénio podem ser
importantes na destruicdo de bactérias, incluindo os anions superoxidos e peroxido
de hidrogénio (H202) (OLIVEIRA et al., 2014). Quando avaliamos a atividade
microbicida encontramos um aumento significativo da fagocitose durante o segundo
més de tratamento antitubeculose (Figura 11), indicando a normalidade da funcao
fagocitaria dos macréfagos sugerindo que apés o inicio do tratamento antituberculose
bacilos viaveis e antigenos do M. tuberculosis podem ser eliminados. Esses achados
estdo em conformidade com Millington et al. (2007) cujos experimentos revelaram que
a carga bacteriana e a carga antigénica sédo elevadas na doenca ativa e diminuem
substancialmente apds o tratamento bem sucedido quando o individuo se recuperou.
Estes ainda sugerem que o equilibrio entre as frequéncias de células T secretoras de
IFN-y e IL-2 poderia ser alterado ap0s o tratamento de tuberculose ativa e que 0s
pacientes com tuberculose ativa nao tratada teriam distintos perfis funcionais de
células T secretoras de IFN-y e IL-2 de pacientes tratados com sucesso.

Nosso resultados demonstraram que células T CD8* expressando receptores
de inibicdo como TIM-3* e coexpressando PD-1*TIM-3* obtiveram uma correlagéo
significativa com cargas bacilares mais elevadas (figura 12), de modo que pacientes
que apresentaram os exames de baciloscopia positiva com 3+ em seus resultados,
tiveram a maior expressao desses receptores na superficie das células. Desta forma,
estas implicagcdes corroboram os achados de Jayaraman et al. (2016), os quais

verificaram que com a progressao da infeccéo por M. tuberculosis, havia mais células
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T CD8"PD-1*TIM3" em pulmdes de camundongos C3HeB/FEJ, dados coerentes com
a ideia de que os niveis cronicamente elevados de antigeno promovem a exaustao de
células T. O mesmo estudo observou que o bloqueio de TIM3 conduziu a uma
reducdo de CFU nos pulmdes e bacos de camundongos C3HeB/FEJ infectadas com
M. tuberculosis.

A vista disso, nossos achados podem estar relacionados a estimulagéo
antigénica cronica da infeccéo subclinica persistente promovida pela elevada carga
de bacilos do M. tuberculosis internalizados nos macrofagos que estimulam a
manutencao da viabilidade da célula hospedeira através de sinais antiapoptoticos e
imunosupressoras, afim de preservar um ambiente intracelular favoravel a sua
replicacdo, que pode estar induzindo a exaustdo de células T, contribuindo para a

patogénese da tuberculose.
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8. CONCLUSOES

e A expressao dos receptores PD-1 e TIM-3 apresentam potencial para serem
utilizados como marcadores de eficacia terapéutica durante a Tuberculose

humana.

e A reducao da expressdo dos receptores de exaustdo esté correlacionada com

a melhora da resposta imune, observada pela producéo de Citocinas.

e Nossos resultados ampliam o conhecimento para o desenvolvimento de novas
estratégias de diagndstico preditivo de eficacia terapéutica, que podem ser

mais explorados para o auxilio da eliminagédo da tuberculose no mundo.
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