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RESUMO

Um terco da populacdo mundial esta infectada com o Mycobacterium
tuberculosis. Novos métodos de diagndstico e a vacinacdo contra tuberculose (TB)
s80 necessarios para o controle da doenca. A resposta imunologica contra o M.
tuberculosis envolve a producdo de varias citocinas e quimiocinas, porém suas
interacdes durante a infecgdo sao bastante complexas. O presente trabalho teve
como objetivo o estudo da producdo de citocinas e quimiocinas durante a
tuberculose pulmonar, frente a estimulos de antigenos do M. tuberculosis. Atraves
do método citométrico de esferas ordenadas (CBA-Cytometric Bead Array) foi
possivel avaliar os niveis plasmaticos das quimiocinas MIG, IP-10, IL-8, RANTES e
MCP-1 em pacientes com tuberculose ativa ndo tratada (TBA), em pacientes sob
tratamento (TBST), em pacientes tratados (TBT) e em individuos controles sadios
(CS). Utilizando esse mesmo meétodo também foi realizada a mensuracdo das
citocinas IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-2, IL-10 e IL-4 e das quimiocinas MIG, IP-10, IL-8,
RANTES e MCP-1, produzidas em cultura de células mononucleares do sangue
periférico apds estimulo com os antigenos ESAT-6/CFP-10 e 16kDa, nos grupos de
pacientes com tuberculose ativa néo tratada (TBA), de pacientes tratados (TBT), de
individuos controles sadios (CS) e de individuos contatos de pacientes com
tuberculose (CT). As quimiocinas plasmaticas MIG, IP-10 e IL-8 estavam elevadas
no grupo TBA, em comparacdo aos demais grupos (CS, TBST e TBT); e ainda os
niveis das quimiocinas analisadas no plasma diminuiram apds o inicio do
tratamento. Nos ensaios “in vitro” com PBMC humanas, as citocinas IFN-y, TNF-a,
IL-6, IL-2 e as quimiocinas MIG, IP-10, IL-8 e RANTES foram estimuladas em niveis
maiores, pelo ESAT-6/CFP-10, nos grupos TBA e CT em relacdo aos controles e
pacientes tratados, enquanto que o estimulo com antigeno 16kDa ndo permitiu
diferenciar entre os grupos estudados quanto a producdo dessas citocinas e
quimiocinas. J& as citocinas IL-10 e IL-4 e a quimiocina MCP-1 apresentaram niveis
elevados nas culturas de PBMC de individuos controles e contatos quando
estimuladas com os antigenos do M. tuberculosis estudados em relacdo aos
pacientes com tuberculose. O antigeno ESAT-6/CFP-10 diferenciou a tuberculose
ativa quanto a producédo das citocinas IFN-y, TNF-qa, IL-6 e IL-2, e das quimiocinas
MIG, IP-10, IL-8 e RANTES, as quais podem contribuir para uma resposta protetora
na tuberculose. O antigeno 16kDa se mostrou um forte estimulador de IL-10 e MCP-
1, moléculas que podem atuar como reguladoras ou inibidoras da resposta
imunologica contra a infecgcdo por M. tuberculosis, sugerindo o papel importante
deste antigeno em favorecer a persisténcia do bacilo no hospedeiro. Os niveis de
quimiocinas plasmaticas podem ser eficazes em diferenciar os pacientes com
tuberculose ativa de individuos controles e ainda pode ser util em monitorar o efeito
do tratamento quimioterapico anti-tuberculose. O entendimento da dindmica resposta
imunolégica contra antigenos do M. tuberculosis pode auxiliar no desenvolvimento
de novas estratégias de combate a tuberculose.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis, citocinas, quimiocinas, ESAT-6/CFP-
10 e 16kDa.



ABSTRACT

One-third of the world's population is currently infected with Mycobacterium
tuberculosis. The development of new methods of diagnosis and vaccines against
tuberculosis (TB) are necessary for disease control. The immune response against
M. tuberculosis involves the production of many cytokines and chemokines, but their
interaction during the infection is complex. The objective of this work was to study the
production of cytokines and chemokines in pulmonary TB under stimulation of M.
tuberculosis antigens. The method of Cytometric Bead Array (CBA) was used to
evaluate plasma levels of chemokines MIG, IP-10, IL-8, MCP-1 and RANTES in
untreated patients with active TB (ATB), in patients during treatment (DTB) and in
treated patients (TTB) and healthy controls individuals (HC). We also evaluated, by
CBA, the levels of cytokines IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-2, IL-10 and IL-4, and chemokines
MIG, IP-10, IL-8, MCP-1 and RANTES, in culture of peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) after stimulation with the antigens ESAT-6/CFP-10 and 16kDa, in
groups of untreated patients with active TB (ATB), in treated patients (TTB), healthy
controls individuals (HC) and in contact individuals of patients with TB (CT). The
production of plasma chemokines, the levels of MIG, IP-10 and IL-8 were higher in
the group ATB, compared to the other (HC, DTB and TTB), and the levels of
chemokines analyzed in plasma decreased after the beginning of the treatment. In
assays with human PBMC, the cytokine IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-2 and chemokines
MIG, IP-10, IL-8 and RANTES were stimulated at higher levels, by the fusion protein
ESAT-6 / CFP-10, in groups ATB and CT in relation to the controls and treated
patients. The stimulation with antigen 16kDa did not allow for differentiation of these
cytokines and chemokines between the groups. IL-10, IL-4 and MCP-1 showed high
levels in the cultures of PBMC from healthy control individuals and contacts when
stimulated with the studied M. tuberculosis antigens compared to patients with TB.
The antigen ESAT-6/CFP-10 differentiated active TB with regard to the production of
cytokines IFN-y, TNF-a, IL-6 and IL-2 and chemokines MIG, IP-10, IL-8 and
RANTES, which can contribute to a protective response in TB. The antigen 16kDa
was a strong stimulator of IL-4, IL-10 and MCP-1 molecules that can regulate or
inhibit the immune response against M. tuberculosis infection, demonstrating the
important role of this antigen in promoting the persistence of the bacillus in the host.
The plasma levels of chemokines can be effective in differentiating patients with
active TB from the healthy control individuals, and can also be useful in monitoring
the effect of anti-TB chemotherapy. The comprehension of the dynamics of the
immune response against M. tuberculosis antigens can aid the development of new
strategies to combat tuberculosis.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, cytokines, chemokines, ESAT-6/CFP-10 and
16kDa.



LISTA DE FIGURAS E TABELAS

Figura 1 - Estimativa mundial de novos casos de TB em 2004 (WHO, 2004)...............ccccceeurrernnnne. 17

Figura 2 - Concentragdo das quimiocinas MIG (A), IP-10 (B) e IL-8 (C) no plasma de individuos

controles sadios e pacientes Com tUDEICUIOSE. ............uuuiiiiiiiii e 54

Figura 3 - Concentragdo das quimiocinas MCP-1 (A) e RANTES (B) no plasma de individuos

controles sadios e pacientes Com tUDEICUIOSE. ............uuuiiiiiiii e 56

Figura 4 - Niveis de quimiocinas no plasma dos mesmos pacientes, dosados antes e apds 0

LU= 1 0 1= (0 T 57

Figura 5 - Produgédo das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-2 por PBMC humanas em cultura sob

estimulo dos antigenos M. tuberculosis dosadas nos individuos controles sadios, nos individuos
contatos com pacientes com TB, nos pacientes ndo tratados com TB ativa e nos pacientes

LU= 1 =10 [0 1R 60

Figura 6 - Produgéo das citocinas IL-10 e IL-4 por PBMC humanas em cultura sob estimulo dos

antigenos M. tuberculosis dosadas nos individuos controles sadios, nos individuos contatos com
pacientes com TB, nos pacientes ndo tratados com TB ativa e nos pacientes

L= 1= 10 [0 1 62

Figura 7 - Produgéo das quimiocinas MIG, IP-10, IL-8 e RANTES por PBMC humanas em cultura
sob estimulo dos antigenos M. tuberculosis dosadas nos individuos controles sadios, nos individuos
contatos com pacientes com TB, nos pacientes ndo tratados com TB ativa e nos pacientes
L= 1= T [0 1S RSO PPPTUPPRRN 64

Figura 8 - Produgdo de MCP-1 por PBMC humanas em cultura sob estimulo dos antigenos M.
tuberculosis dosadas nos individuos controles sadios, nos individuos contatos com pacientes com TB,

nos pacientes ndo tratados com TB ativa € nos pacientes tratadosS..........c.oovvccevviieieiiee s 65

Tabela 1 - Caracterizacdo, tempo de tratamento e dados clinicos dos pacientes com TB

pulmonar,estudados quanto a producao de quimiocinas NO PlASMA.........eveereeereeiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeseeeeens 45



Tabela 2 - Caracterizagdo, tempo de tratamento e dados clinicos dos pacientes com TB

pulmonar,estudados quanto a producao de citocinas e quimiocinas em cultura.............c.ceeecvuvvvvennnen. 46

Tabela 3 - Classificacdo da TB pulmonar de acordo com a National Tuberculosis Association

(OBt e e ettt ettt ettt e ettt ettt er et 47

Tabela 4 - Dados dos individuos controles, estudados quanto a producédo de quimiocinas no

Tabela 5 - Dados dos individuos controles e contatos, estudados quanto & producéo de citocinas e

(o U T aqTToToa g = =T 0 o U ][ - SRS 48

Tabela 6 - Concentragdo média de quimiocinas no plasma de individuos controles sadios, de

pacientes com TB ativa, de pacientes sob tratamento e de tratadoS..........ccccovvveiiiiiiiiiiie e 55

Tabela 7 - Concentragdo das quimiocinas MCP-1 e RANTES no plasma de individuos controles

sadios, de pacientes com TB ativa, de pacientes sob tratamento e de tratados.............cccccvvvveveeeenenn. 56

Tabela 8 - Concentragdes médias de quimiocinas durante cada més de tratamento no grupo de

pacientes COmM TB SO trat@mMENTO.........uuiiiiieiiiiiiiciie e e s e e e e e e e e e e s s aaereeeeeeesennnrenrnees 58

Tabela 9 - Produgdo média de IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-2 por PBMC em cultura sob estimulo de
antigenos do M. tuberculosis, nos grupos de individuos controles sadios, de individuos contatos com

pacientes TB, de pacientes com TB ativa e de pacientes tratados..........cccccceeveviviciiiiiiiiiieee e 61

Tabela 10 - Produgéo média de IL-10 e IL-4 por PBMC em cultura sob estimulo de antigenos do M.

tuberculosis, nos grupos de individuos controles sadios, de individuos contatos com pacientes TB, de

pacientes com TB ativa € de pacientes tratadOsS. ..........ueeiiiarr i 62

Tabela 11 - Produgio média de quimiocinas por PBMC em cultura sob estimulo de antigenos do M.

tuberculosis, nos grupos de individuos controles sadios, de individuos contatos com pacientes TB, de

pacientes com TB ativa € de pacientes tratadOsS. ........ccuiiiei i 65



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AIDS — “Acquired Immunodeficiency Syndrome” / Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida

APCs — “Antigen-Presenting Cells” / Células Apresentadoras de Antigenos

BAAR — Bacilo Alcool Acido Resistente

BAL — “Bronchoalveolar lavage” / Lavado Broncoalveolar

BCG — Bacilo Calmette-Guérin

CBA - “Cytometric Bead Array” / Ensaio Citométrico de Esferas Ordenadas

CCR2 - receptor de MCP-1, -2, -3, -4, -5

CD - “Clusters of differentiation” / moléculas expressas na superficie de leucécitos
CS —individuos controles sadios

CT- individuos que tiveram contato com pacientes com tuberculose

CFP-10 — “culture filtrate antigen-10"

CXCR3 - receptor das quimiocinas MIG, IP-10 e I-TAC

DMSO - dimetil sulfoxido

DNA — “Deoxyribonucleic Acid” / Acido desoxirribonucléico

DosR — “Dormancy Regulon”

DTH - “Delayed-type Hypersensitivity” ou hipersensibilidade do tipo tardia (DTH)
ELISA — “Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay” / Ensaio de Absorcao
Imunoenzimatico

ELISPOT — “Enzyme Linked Immunospot Assay”

ESAT-6 — “early secreted antigenic target-6”

FDA — Food and Drug Administration

HIV — “Human Immunodeficiency Virus” / Virus da Imunodeficiéncia Humana

HSP — “Heat Shock Proteins” / Proteina de Choque Térmico

GAG - “Sulfated Sugars of Glycosaminoglycan” / Acucares Sulfatados de
Glicosaminoglicanas

IFN-y — interferon-gama

lg — Imunoglobulina

IL-1 — Interleucina-1

IL-2 — Interleucina-2



IL-4 — Interleucina-4

IL-5 — Interleucina-5

IL-6 — Interleucina-6

IL-8 — Interleucina-8 — CXCL8

IL-10 — Interleucina-10

IL-12 — Interleucina-12

IL-13 — Interleucina-13

IL-18 — Interleucina-18

IP-10 — “Interferon-gamma Inducible Protein-10" - CXCL10 / Proteina Induzida por
Interferon-gama-10

kb — “kilobases”

kDa — “kilo-Dalton”

MCP-1 — “Monocyte Chemotactic Protein-1” - CCL2 / proteina quimiotatica de
mondacito

MHC - “Major Histocompatibility Complex” / Complexo Principal de
Histocompatibilidade

MIG — “Monokine Induced by Interferon-gamma” - CXCL9 / Monocina Induzida por
Interferon-gama”

MIP-1a — “Macrophage Inflammatory Protein-lalfa” - CCL3 / Proteina Inflamatoria de
Macrofago-lalfa

NK — “Natural Killers Cells” / células matadoras naturais

NO — “Nitric Oxide” / 6xido nitrico

NOS2 — “Nitric Oxide Synthase Enzyme 2” / Enzima Oxido Nitrico Sintase 2

ORF — “Open Reading Frame”

OMS - “World Health Organization” / Organiza¢cdo Mundial da Saude

PBMC - “Peripheral Blood Mononuclear Cells” / Células Mononucleares do Sangue
Periférico

PBS - "Phosphate Buffered Saline” / Salina Tamponada com Fosfato

PCR - “ Polymerase Chain Reaction” / Reacdo em Cadeia da Polimerase

PPD - “Purified Protein Derivative” by Mycobacterium tuberculosis / Derivado
Protéico Purificado do M. tuberculosis

RANTES - “Regulated on Activation Normal T Cell Expressed and Secreted” - CCL5
RD - regiao de diferenca

RNI — Intermediarios Reativos do Nitrogénio



ROI — Intermediarios Reativos do Oxigénio

RNAmM — “Messenger Ribonucleic Acid”/acido ribonucléico mensageiro
TB — Tuberculose

TBA — pacientes com tuberculose ativa (nao tratada)

TBST — pacientes que estdo em tratamento (sob tratamento)

TBT — pacientes que ja finalizaram o tratamento (tratados)

TCR — “T-cell receptor” / Receptor da Célula T

TGF-B — *“Transforming Growth Factor-Beta” / Fator de Transformacdo do
Crescimento-beta

Th — células T helper

TLR — “Toll-Like Receptors” / Receptores do Tipo Toll

TNF-a — “Fator de Necrose Tumoral-alfa” / Fator de Necrose Tumoral-alfa.



SUMARIO

(LN RI0] 51U 07:X @ 16
1.1 ASPECTOS GERAIS DA TUBERCULOSE...........uiiiiiiiiiiie e 16
1.2 CONTROLE DA DOENGQGA. ... 18
1.3 ANTIGENOS DO Mycobacterium tuberculosis............ccccceevivieeeeieenannen. 24
1.4 RESPOSTA IMUNOLOGICA NA TUBERCULOSE.........ccceoveeeeieeeeeennn 27

2 OBJIETIVOS. ..o et e e 43

3 MATERIAL E METODOS......oo ittt ettt ettt sttt 44
3.1 POPULACAQO ESTUDADA.......coeoteieeeeeeeeteeeeee et ettt naeneens 44
3.2 COLETA DAS AMOSTRAS SANGUINEAS.........ccoceeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 48
3.3 EXTRACAO DE QUIMIOCINAS NO PLASMA HUMAMO.........c.ccocuven..... 49

3.4 CULTURA DE PBMC ESTIMULADAS COM ATIGENOS DO M.

100 o L=T (U] (0] P PPOPRUPPPRIR 50

3.5 DOSAGEM DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS ATRAVES DO METODO

DE CBA. ...ttt ettt ettt e ettt ettt ettt n ettt ettt enen s, 50
3.6 ANALISE ESTATISTICA. ....oviiiicteeeete ettt 51
ARESULTADOS. ..ottt ettt eaee ettt es sttt sess s s, 53
4.1 ESTUDO DOS NIVEIS DE QUIMIOCINAS NO PLASMA HUMANO......... 53
4.2 ESTUDO DA PRODUCAO DE CITOCINAS E QUIMIOCIONAS POR
PBMC APOS ESTIMULO COM ANTIGENOS DO M. tuberculosis..................... 59
B DISCUSSAD. ... .ottt ettt ettt sttt ettt te et s et 66
5.1 QUIMIOCINAS PLASMATICAS NA TUBERCULOSE...........c.ccccevueurnnnan, 66
5.2 CITOCINAS E QUIMIOCINAS PRODUZIDAS APOS ESTIMULO COM
ANTIGENOS DO M. tUDEICUIOSIS. ...ttt eee e e e e 71
B CONCLUSOES......c.oeiecteeteeee ettt ettt 83
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........coovieeceeeeeeeeeeeeeeees et 84

B ANEXOS . ... 114



16

1 INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS DA TUBERCULOSE

A tuberculose (TB) é uma doenca cronica causada pelo Mycobacterium
tuberculosis, e é transmitida através da inalacdo de bacilos, presentes em goticulas
no ar eliminadas por individuos portadores de TB ativa. Esse bacilo é um patégeno
extraordinariamente efetivo em humanos (TUFARIELLO, CHAN e FLYNN, 2003) e
apresenta crescimento lento no interior de macrofagos. E um organismo aerobio
estrito com capacidade de persistir nos tecidos.

O M. tuberculosis foi primeiramente identificado como um agente patogénico
em 1882 por Robert Koch. A humanidade é afetada pela TB ha milhares de anos. E
presumido que o género Mycobacterium exista ha mais de 150 milh6es de anos
(HAYMAN, 1984). Segundo Daniel (2006) o M. tuberculosis pode ter matado mais
pessoas que qualquer outro patégeno microbiano. Apesar de décadas de pesquisas
sobre a TB e 0 uso amplo da vacina BCG (Bacilo Calmette Guérin), a doenca ainda
permanece como um grave problema de saude publica, sendo declarada como
emergéncia global pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 1993 (WHO,
2002). A TB pode ser prevenida e curada na maioria dos casos, porém varios fatores
demograficos e socioeconémicos podem dificultar o tratamento e a prevencdo da
doenca (TUFARIELLO, CHAN e FLYNN, 2003).

A cada segundo uma pessoa no mundo é infectada com o M. tuberculosis,
sendo que um terco da populacdo mundial € portadora deste bacilo. A TB causa
cerca de dois milhdes de mortes por ano (WHO, 2007). Setenta e cinco por cento
das pessoas doentes com TB estdo em idade economicamente produtiva (entre 15-
54 anos). Noventa e cinco por cento de todos os casos e 99% das mortes ocorrem
nos paises em desenvolvimento, com as maiores taxas provenientes da Africa
Subsaariana e do Sudeste Asiatico (DYE, 2006). De acordo com os dados da OMS,
presumiu-se que em 2004 surgiriam 8,9 milhdes de novos casos da doenca
(140/100.000 habitantes) e 1,7 milhdes de pessoas morreriam por causa da TB
(27/100.000) incluindo aqueles co-infectados com o virus HIV (248.000) (Fig. 1)
(WHO, 2004). Segundo a OMS, no Brasil estima-se que 50 milhdes de pessoas
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estao infectadas e 6.000 mortes/ano estéo relacionadas a TB. Na cidade de Juiz de
Fora, Minas Gerais foram relatados 42/100.000 habitantes novos casos de
tuberculose pulmonar em 2007 (SINAN, 2007).
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Figura 1 - Estimativa mundial de novos casos de TB em 2004 (WHO, 2004).

Embora seja transmitido por via respiratoria, o M. tuberculosis pode causar
doenca em varios 6rgdos, mas a TB pulmonar é a forma mais comum (FLYNN e
CHAN, 2001a). Uma pequena porcentagem (de 5 a 10%) de pessoas infectadas
com M. tuberculosis desenvolve a doencga ativa. Logo, a maioria dos portadores do
bacilo € assintomatica, representando uma grande parcela de individuos
reservatorios desta bactéria, a qual permanece em estado de laténcia. Nesse
periodo pode ser estabelecido um equilibrio entre o hospedeiro e os bacilos, apds a
formacdo de uma lesdo granulomatosa que aparentemente controla a infeccéo
(FLYNN e CHAN, 2001b). Os bacilos conseguem escapar da eliminacao,
sobrevivendo em condigcdes adversas e diminuindo seu metabolismo. Esses
mecanismos de escape da micobactéria durante o periodo latente ainda
permanecem obscuros. Ocasionalmente a resposta imunolégica falha e ocorre
reativacdo da doenca. Isso acontece devido a diversos fatores como co-infecgcao
com o virus HIV, desnutricdo, idade avancada, uso de esterOides e outras

medicacdes imunossupressoras (FLYNN e CHAN, 2001a).
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Os individuos com TB ativa podem apresentar 0s seguintes sintomas: tosse
persistente por mais de duas semanas, falta de apetite, emagrecimento,
indisposicao, febre e sudorese noturna. Segundo North e Jung (2004) as pessoas
susceptiveis com doenca ativa constroem uma imunidade especifica contra o
patogeno, representada por uma imunidade celular aos antigenos do M. tuberculosis
na forma de reacdo de hipersensibilidade do tipo tardia (DTH), expressando
principalmente a imunidade do tipo Thl. As interacdes entre os bacilos e as células
T CD4" e CD8", macrofagos, células dendriticas entre outras, determina a resolucéo
ou a persisténcia da infeccdo no hospedeiro.

Em 1985 a TB voltou a crescer nos paises industrializados (PALOMINO,
LEAO e RITACCO, 2007). Fatores responsaveis por essa ressurgéncia podem ser
citados como o aumento de presidiarios, de moradores de rua, do uso de drogas
injetaveis e de imigrantes provenientes de paises onde a doenca € endémica.
Porém, o declinio do controle da TB com o surgimento de cepas resistentes de M.
tuberculosis, e a epidemia da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) foram
as maiores causas da remergéncia dessa doenca.

A TB e o virus HIV sdo uma combinacédo letal, sendo que a AIDS é um
potente fator de risco para TB. O virus HIV ndo somente aumenta a chance de
reativacao da infeccao latente por M. tuberculosis, mas também aumenta o risco de
uma rapida progressdo da TB. A doenca é uma das causas mais comuns de
morbidade e mortalidade em adultos HIV-positivos (CORBERTT, 2003; AARON et
al., 2004; WHO 2006).

1.2 CONTROLE DA DOENCA

1.2.1 VACINACAO

No século XIX, na Franga, os pesquisadores Albert Calmette e Camille Guérin
desenvolveram uma vacina através de 230 passagens sucessivas pelo cultivo in
vitro de uma cepa patogénica de M. bovis. Essas experiéncias resultaram em uma
cepa atenuada conhecida como Bacilo Calmette Guérin (BCG), a qual era avirulenta
para bovinos, eqiinos, coelhos e cobaias (PALOMINO, LEAO e RITACCO, 2007). A
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vacina BCG foi administrada em humanos pela primeira vez em 1921 e até hoje é
usada mundialmente na prevencao da TB. Contudo, a protecdo desta vacina oscila
entre 0 a 80% (MUSTAFA, 2002). A BCG pode ser eficiente na reducdo da
incidéncia de TB na infancia, porém é relativamente ineficaz em proteger adultos
contra a doenca (FLYNN, 2004). Sua variavel eficacia tem sido atribuida a varios
fatores, incluindo a via de vacinagdo, a dose, a cepa de BCG utilizada, as
exposicoes anteriores a micobactérias do ambiente (GIRI et al., 2006) e a grandes
delecdes em segmentos do genoma do BCG em comparacgéo ao do M. tuberculosis
(MAHAIRAS et al., 1996). Logo, torna-se necessario o desenvolvimento de novas
vacinas especificas contra a TB, a fim de se conseguir uma prote¢cdo imunoldgica
duradoura contra a doenca.

Muitos estudos para delinear uma nova vacina contra a TB envolvem a construcao
de vacinas BCG recombinantes ou aprimoramento da resposta imunolégica ao BCG
através de uma segunda dose da vacina contendo antigenos especificos do M.
tuberculosis (PALOMINO, LEAO e RITACCO, 2007), mas a vacinacéo efetiva contra
TB ainda é um desafio. O uso de subunidades capazes de auxiliar a resposta
imunoldgica contra antigenos micobacterianos imunodominantes tem sido bastante
pesquisado, como exemplo pode ser citada a vacina construida a partir do virus
Ankara expressando o antigeno 85A presente no M. tuberculosis. Esta foi capaz de
induzir altos niveis de células T especificas para o antigeno e secretoras de
interferon-gama (IFN-y) em humanos anteriormente vacinados com BCG, em
comparacao aqueles que haviam recebido somente a vacina BCG (MCSHANE et al.,
2004). Também se destacam os estudos com cepas de BCG mutantes, como
realizado por Grode et al. (2005) em camundongos BALB/c. A vacina delineada
consistia de uma cepa de BCG mutante que secretava listeriolinisa, capaz de
melhorar a apresentacdo antigénica e induzir uma efetiva resposta de células T
CD8, quando comparada a vacina BCG comumente usada.

Evidéncias sugerem que a sensibilizacdo com micobactérias ambientais
podem ter um efeito antagonista na vacinacdo com o BCG (FLAHERTY et al., 2006).
A exposicao prévia a micobactérias ambientais pode primar o sistema imune do
hospedeiro contra antigenos micobacterianos compartiihados com o BCG,
ocasionando uma resposta imunoldgica a vacina BCG com eliminagédo dos bacilos,

diminuindo a protecdo contra TB. Por isso torna-se importante incluir antigenos
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especificos do M. tuberculosis, ausentes nas micobactérias ambientais e no BCG,
em novas vacinas.

A inducéo de células T e B especificas, a migracdo de células apropriadas
para o sitio da infeccdo, o desempenho de suas funcdes efetoras e a reducéo do
prejuizo causado pela imuno-estimulagéo crénica devem ser considerados para se
desenvolver uma vacina eficaz contra microrganismos complexos, como o M.
tuberculosis (FLYNN, 2004). O conhecimento sobre antigenos especificos
reconhecidos pelo sistema imune e sobre os mecanismos de escape da resposta
imunoldgica, desenvolvidos pelo patégeno, pode favorecer o desenvolvimento de
novas estratégias de combate a TB.

1.2.2 DIAGNOSTICO

Outras formas de conter a disseminacdo da TB na populacdo envolvem
meétodos de diagnostico rapidos e eficientes seguidos de tratamento apropriado. Os
métodos de diagndstico mais comumente usados para TB se caracterizam pela
baciloscopia, pela cultura, pelo exame da radiografia dos pulmdes, teste cutaneo
com o derivado protéico purificado do M. tuberculosis (“purified protein derivative” -
PPD).

Varios estudos tém sido realizados visando a criacdo de novos meétodos de
diagnéstico para TB (PAl, RILEY e COLFORD, 2004; YEW e LEUNG, 2006;
LAGRANGE et al.,, 2007). Embora novos métodos de diagndstico tenham sido
desenvolvidos, os métodos convencionais ainda sdo bastante usados. Entre eles
esta a baciloscopia que envolve a deteccdo de M. tuberculosis no escarro de
pacientes com suspeita de TB, através da coloracdo de bacilos pelo método de
Ziehl-Neelsen, o qual permite visualizar por microscopia Optica o0 BAAR (Bacilo
Alcool Acido Resistente), assim como os bacilos do género Mycobacterium. A
técnica € de baixo custo e se baseia na coloracdo a quente com fucsina fenicada,
seguida de descoloramento com Aalcool-acido, fazendo com que somente as
micobactérias tenham a coloracdo vermelha, por serem acido-resistentes. A
baciloscopia pode ser negativada em 30% a 50% dos casos de pessoas infectadas
com M. tuberculosis, em parte devido & necessidade da presenca de pelo menos
5000 bacilos/ml de escarro (FILHO et al., 2004).
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O escarro destes pacientes também pode ser submetido a cultura
microbiolégica principalmente em casos pulmonares suspeitos e negativos a
baciloscopia. Este método mostra-se vantajoso por permitir a deteccdo e o
isolamento de micobactérias, a identificacdo da espécie e/ou do complexo isolado, e
a determinacdo da sensibilidade do microorganismo aos quimioterapicos para
tuberculose. Os principais meios de cultura sdo o de Ldwenstein-Jensen (meio
sélido a base de ovo) e o de Middlebrook (solido ou liquido, a base de agar). Porém,
0 procedimento de cultura do M. tuberculosis € demorado, pois o bacilo tem um
crescimento lento, e o teste nem sempre apresenta 100% de positividade (FRIEDEN
et al., 2003).

Os raios-X posterior e anterior do torax sao tradicionalmente feitos para
verificar infiltracbes ou consolidacbes e/ou cavidades, indicado para pacientes
sintomaticos e negativos a baciloscopia, e para familiares de pacientes baciliferos. O
método consiste na presenca de opacidade radiolégica caracteristica, tendo utilidade
no diagnostico da TB pulmonar primaria (opacidade mais homogénea e aumento no
volume dos linfonodos regionais) e TB pulmonar secundaria (opacidade
heterogénea, presenca de cavidades e ndédulos) (FILHO et al., 2004). Nodulos e
cicatrizes fibréticas podem conter bacilos da TB em multiplicacdo lenta, com
potencial de progressdo para uma futura TB ativa. De modo oposto, lesbes
granulares calcificadas (granulomas calcificados) apresentam baixissimo risco de
progredirem para uma TB ativa. Entretanto, a analise radiolégica ndo € um exame
especifico para detectar pacientes com TB, visto que lesdes pulmonares
semelhantes as causadas pelo M. tuberculosis podem ocorrer em outras doencas
(TEIXEIRA, ABRAMO e MUNK, 2007).

O teste cutdneo com o derivado protéico purificado do M. tuberculosis
(“purified protein derivative” - PPD) € o teste de diagndstico imunoldgico mais usado,
porém pode apresentar resultados falso-positivos. O teste consiste em uma injecao
intradérmica do purificado protéico na parte anterior do antebraco, e em leitura apés
24 a 72 horas de uma reacao de hipersensibilidade tardia no local, que gera eritrema
e endurecimento, o qual pode ser mensurado em milimetros de diametro. O
tamanho da reacdo pode indicar positividade ou ndo ao teste tuberculinico. O teste
do PPD possui alta sensibilidade, mas mostra baixa especificidade, pois nao
discrimina entre individuos com a doenca ativa de individuos vacinados com o BCG,

ou de pessoas expostas a micobactérias do ambiente (MUSTAFA, 2002). Tal fato
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ocorre devido a presenca de antigenos no PPD que sdo compartilhados com
micobactérias do ambiente e com o BCG (AREND et al., 2001).

Os testes imunoldgicos relacionados a producgéo de interferon-gama (IFN-y)
por células T, em resposta a antigenos especificos do M. tuberculosis, vém sendo
desenvolvidos na tentativa de substituir o teste cutdneo com o PPD. Uma alta
producdo de IFN-y em resposta a antigenos especificos do M. tuberculosis indica
sensibilizacdo prévia, mas nao necessariamente implica em doenca ativa. Dois
testes baseados na producdo de IFN-y por linfocitos T em cultura utilizando
antigenos do M. tuberculosis, estdo disponiveis comercialmente. O primeiro deles foi
aprovado pela US Food and Drug Administration (FDA) em 2001, conhecido como
QuantiFERON-TB® (Cellestis Limited, Carnegie, Australia), baseia-se na deteccao
de IFN-y produzido por amostras de sangue periférico, cultivadas em placas
previamente preparadas, e o sobrenadante € analisado através do método de ELISA
(“Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay”). O segundo teste é o QuantiFERON-TB-
Gold®, aprovado em 2004 pela FDA, se diferencia do teste anterior por usar
antigenos especificos do M. tuberculosis no lugar do PPD (PAl, RELEY e
COLFORD, 2004). Outro teste também desenvolvido a partir da deteccao de IFN-y é
o ELISPOT (“Enzyme Linked Immunospot Assay’) onde o numero de células
produtoras de IFN-y especificas para um determinado antigeno pode ser
quantificado, o T SOPT.TB® (Oxford Immunotec, Oxon, UK) baseado neste mesmo
meétodo espera aprovacao pela FDA (PAI, RELEY e COLFORD, 2004).

A pesquisa de anticorpos especificos contra micobactérias no soro é bastante
atrativa devido a facil realizacdo do método, e pode ser aplicada no diagnostico da
fase inicial da TB. Um ponto importante € que em pacientes acometidos com AIDS,
nos quais o numero de células T esta diminuido ou mesmo nulo, a determinacéo da
resposta humoral apresenta-se como um instrumento valioso para auxiliar o
diagnéstico precoce e o controle epidémico da infeccdo pelo M. tuberculosis
(TEIXEIRA, ABRAMO e MUNK, 2007). No entanto, os testes sorolégicos possuem
uma baixa sensibilidade e especificidade. Isto se deve a grande heterogeneidade da
resposta humoral em pacientes com TB e a reatividade cruzada com outros
antigenos, como aqueles existentes em micobactérias do ambiente, comprometendo
sua utilizacado (LYASHCHENKO et al., 1998).
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Também s&o desenvolvidos como métodos de diagnostico para TB, os testes
de amplificacéo in vitro do DNA da micobactéria através de Reacdo de Polimerase
em Cadeia (PCR), sdo testes bastante especificos que podem fornecer uma
resposta diagnoéstica rapida, mas exigem laboratorio e pessoal técnico especializado
(SPERHACKE et al., 2004).

A auséncia de um método que possa diagnosticar a doenga em seus estagios
iniciais e discriminar precisamente individuos que apresentam a doenca em estado
latente ressalta a importancia da realizacdo de estudos baseados no uso de novos
antigenos especificos do M. tuberculosis e nos ensaios imunolégicos que possam

suprir essa necessidade.

1.2.3 TRATAMENTO

O tratamento corretamente realizado é fundamental para o controle da TB.
Porém, nos ultimos 40 anos nenhum novo agente quimioterapico contra TB foi
introduzido como tratamento (TEIXEIRA, ABRAMO e MUNK, 2007). O tratamento
anti-TB deve ter como objetivos: matar os bacilos extracelulares vivos presentes nas
cavidades pulmonares, 0s quais sado metabolicamente ativos e se dividem
continuamente, o que pode ocasionar a negativacdo do exame de escarro e prevenir
a transmissdo da doenca; realizar completa eliminacdo daqueles bacilos que se
replicam pouco dentro das lesdes pulmonares e daqueles semi-latentes que residem
dentro do tecido pulmonar ou de outras células do hospedeiro, caso contrario esses
bacilos podem persistir nos tecidos e serem responsaveis pela ressurgéncia da TB
(ONYEBUJOH et al., 2005). Por essas razbes, a partir da década de 50, o
tratamento contra TB passou a ser realizado através de uma terapia combinada de
antibiéticos, sendo mais eficiente que a monoterapia anteriormente adotada
(PALOMINO, LEAO e RITACCO, 2007).

A izoniazida é uma droga com alta atividade contra os bacilos de rapida
divisdo celular, enquanto que a rifampicina e a pirazinamida eliminam as bactérias
gue ndo estdo se dividindo. Atualmente o regime de tratamento recomendado
(Centers for Disease Control and Prevention, 2003) para completa eliminacdo de

bacilos ativos e latentes envolve duas fases:
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- Fase inicial: sdo usadas trés ou mais drogas, usualmente izoniazida, rifampicina,
pirazinamida, etambutol e estreptomicina, por 2 meses e permite uma rapida
eliminagcdo de bactérias que estdo se dividindo ativamente, resultando na

negativacéo do exame de escarro;

- Fase tardia: sao usadas poucas drogas, como izoniazida e rifampicina, por 4 a 7
meses, tendo como objetivo eliminar os bacilos latentes evitando a reativacdo da
doenca;

Em pacientes com AIDS é recomendado um tratamento mais prolongado (por

8 a 9 meses), pois a eficacia da terapia padrdo nesses pacientes é incerta. Também

pode ocorrer terapia de longa duracéo (de 12 a 18 meses) em casos de resisténcia

as drogas (BARNES et al., 1991).

1.3 ANTIGENOS DO M tuberculosis

1.3.1. ESAT-6 e CFP-10

Estudos comparativos baseados em ensaios de microarray, tém permitido
identificar 16 regides gendmicas presentes no M. tuberculosis e ausentes na cepa
vacinal de M. bovis - BCG, e 5 regides gen6micas presentes no M. bovis e ausentes
no BCG (MEHER et al., 2006). Estas regides foram anteriormente designadas como
RD (regides de diferenca), onde esta localizada uma regido do DNA micobacteriano
de 9.5kb, chamada RD1, também conservada em todas as cepas clinicas e
virulentas de M. bovis e M. tuberculosis, e ausente na cepa M. bovis -BCG e na
maioria das micobactérias ambientais (exceto M. kansasii, M. szulgai, M. flavescens
e M. marinun) (MAHARIAS et al., 1996; GOLETTI et al., 2006). A RD1 contém pelo
menos nove ORFs (Open Reading Frame), duas das quais codificam pequenas
proteinas imunogénicas como Rv3875 ou ESAT-6 (early secreted antigenic target-6)
e Rv3874 ou CFP-10 (culture filtrate antigen-10) (LIGHTBODY et al., 2004).

Os genes esxA e exsB, os quais codificam as proteinas ESAT-6 e CFP-10
respectivamente, séo transcritos coordenadamente (BERTHET et al., 1998). Estudos

de Guinn et al. (2004) indicaram que a secrecdo de ambos ESTA-6 e CFP-10 é
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regulada pela via ESX-1 (ESAT-6 system-1), um aparato protéico também codificado
pelos genes esxA e esxB contidos na RD1. Fortune et al. (2005), mostrou que a
secrecdo de ESAT-6 e CFP-10 é mutuamente dependente, e tal fato contribui para a
viruléncia micobacteriana. ESAT-6 e CFP-10 formam um complexo firmemente
ligado, no qual ambas as proteinas adotam uma estrutura inteiramente dobrada,
com dois tercos desta em conformacéo helicoidal (RENSHAW et al., 2002).

A importancia do ESAT-6 e do CFP-10 na patogenia e viruléncia da TB é
confirmada pela inativacdo dos genes esxA e esxB em M. bovis e M. tuberculosis
virulentos, a qual resultou na geracao de espécies atenuadas (WARDS et al., 2000).
J& a reintroducdo da RD1 na cepa BCG-Pasteur, mostrou um aumento da viruléncia
nesta cepa recombinante (PYM et al., 2002). Proteinas de baixo peso molecular
entre 6 e 12 kDa (kilo-Dalton), como ESAT-6 e CFP-10, foram fortemente
reconhecidas por células T isoladas de pacientes com TB (BOESEN et al., 1995), de
camundongos e bovinos experimentalmente infectados com M. tuberculosis
(ANDERSEN et al., 1995; POLLOCK e ANDERSEN, 1997). ESAT-6 ou ESAT-6
combinado ao CFP-10 tém-se mostrado como bons marcadores da infeccdo por M.
tuberculosis (POLLOCK e ANDERSEN, 1997; RAVN et al., 1999; AREND et al.,
2000; MAREI et al., 2005; ABRAMO et al., 2006; PORSA et al.,, 2007) e ainda foi
observado por Pym et al. (2003) que vacinas contendo ESAT-6 e CFP-10 séo
importantes para protecdo contra M. tuberculosis em cobaias. Além disso, nos
altimos anos, estudos clinicos tém sido focados no uso de antigenos especificos do
M. tuberculosis, como o ESAT-6, para identificar individuos contatos e pacientes
com TB em paises endémicos (FLETCHER, 2007). O reconhecimento de ESAT-6 e
CFP-10 por células do sistema imune durante a TB, bem como a auséncia dessas
proteinas no genoma do BCG, tém estimulado um grande interesse no potencial
desses antigenos para o desenvolvimento de novas vacinas e novos métodos de

diagndsticos.

1.3.2 PROTEINA 16kDa, Hsp X, OU ALFA-CRISTALINA

Os microrganismos expostos a condicdes adversas a sua sobrevivéncia,

como altas temperaturas, presenca de toxinas, deplecdo de oxigénio, caréncia de

nutrientes, entre outras, apresentam elevada sintese de proteinas de choque térmico
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(“heat shock proteins” - Hsp). Diversas Hsp envolvidas na sobrevivéncia do
patdgeno em um ambiente hostil tém sido descritas (MEHROTRA e BISHAI,_2001).
Uma regido gendmica do M. tuberculosis foi caracterizada como DosR (“Dormancy
Regulon™), a qual compreende 48 genes. Esses podem estar relacionados a
adaptacdo do M. tuberculosis a gradual deplecdo de oxigénio e baixas doses de
oxido nitrico (NO) (SHERMAN et al., 2001; VOSKUIL et al., 2003). Porém, a funcao
da maioria das proteinas codificadas pela regido DosR sédo desconhecidas (YUAN et
al., 1996; PARK et al., 2003). Estudos sobre a cultura desses bacilos em condi¢cdes
de deplecdo de oxigénio mostram que a “heat shock protein X” (HspX), também
conhecida como proteina 16-kDa (16 kilo Daltons) ou alfa-cristalina homdloga (Acr
ou Rv2031c) (VERBON et al.,, 1999), é altamente expressa durante este estado
(YUAN et al., 1996; ROSENKRANDS et al., 2002). Durante esta fase néo-replicativa
e de deplecao de oxigénio, a expressdo da proteina 16kDa pode chegar até 25% do
total de proteinas micobaterianas expressas nessas circunstancias (CACCAMO et
al., 2002).

De acordo com Cunningham e Spreadbury (1998), a partir do padrdo de
localizacdo da proteina 16kDa na célula, poderia se inferir que esta teria multiplas
funcbes, contribuindo para estabilizacdo celular durante o estagio de laténcia do
bacilo. Quando sujeito as condicbes anaerdbicas, presentes no granuloma, o M.
tuberculosis induz uma macica expressao da proteina 16kDa, a qual pode estar
relacionada a densidade da parede celular micobacteriana, além de atuar como uma
chaperona (WILKINSON et al., 1998), ou seja, proteinas atuantes na regulacao de
outras proteinas.

Ainda séo escassos 0s estudos sobre o potencial imunogénico dos antigenos
codificados pela DosR (ROUPIE et al., 2007). E conhecido que a proteina 16kDa é
bastante imunogénica para células B, como mostrado pela presenca de anticorpos
especificos para esta em 70% de pacientes com TB pulmonar escarro-positivos e
50% escarro-negativos, e ainda foi detectada a presenca desses anticorpos em
individuos com TB latente (RAJA et al., 2002; DEMISSIE et al., 2006). Ja com
relacdo a imunidade por células T, tem sido relatado que células T CD4" e CD8" de
pacientes com TB reconhecem epitopos da proteina 16kDa (CACCAMO et al., 2002;
CACCAMO et al., 2003). Embora seja classificada como uma proteina de choque
térmico, uma classe de proteinas amplamente distribuida, a proteina 16kDa foi

identificada somente no M. bovis BCG e no complexo M. tuberculosis (YUAN et al.,
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1996; OFTUNG et al.,, 1998). Porém, no trabalho de Demangel et al.(2005) a
proteina 16kDa foi expressa em menor grau pelo M. bovis BCG, quando comparada
a alta expressao de outros antigenos, como 0os membros do complexo antigénico 85.
Geluk et al. (2007) observaram que a producdo de IFN-yem resposta a proteina
16kDa foi significativamente maior nos individuos PPD positivos, expostos ao M.
tuberculosis, em relacdo aos individuos vacinados com BCG, ndo expostos a esse
bacilo, em contraste, nenhuma diferenca foi encontrada na reposta imunologica ao
antigeno 85B nesses dois grupos. Ao analisar a resposta imunolégica de humanos e
camundongos a varios antigenos associados a TB latente, Lin et al. (2007)
encontram que a vacinacdo com BCG em humanos e camundongos, falhou em
induzir uma resposta significante a alguns antigenos de laténcia codificados pela
DosR. Contudo, foi observada uma resposta imunoldgica ao 16kDa em individuos
com suspeita de exposicdo ao M. tuberculosis e em camundongos vacinados com
DNA plasmidial que codificava antigenos de laténcia.

A resposta imunolégica aos antigenos de laténcia pode ser associada ao
controle da TB latente, assim torna-se necessario incorporar 0s antigenos
codificados pela DosR, como a proteina 16kDa, na construcdo de novas vacinas e

novos metodos de diagndéstico para TB.

1.4 RESPOSTA IMUNOLOGICA NA TUBERCULOSE

Os pulmdes e as vias aéreas superiores sdo superficies mucosas usualmente
acometidas por infecgbes, assim a resposta imunolégica nestes locais torna-se
importante para prevencao e eliminagéo dos agentes patogénicos (KYD et al., 2001).
Ao ser inalado pelo hospedeiro o M. tuberculosis tem predilecédo para se instalar nos
tecidos pulmonares, por se tratar de um sitio rico em oxigénio (RAJA, 2004). Nos
pulmbes o M. tuberculosis reside dentro das lesbes granulomatosas, podendo
causar cavitacdes neste 6rgdo, devido a alta carga bacteriana e a forte reposta
imunologica local. A destruicdo do tecido pulmonar prejudica suas funcdes e facilita
a disseminagdo das micobactérias para outros 6rgdos e para 0 meio ambiente
(KAUFMANN, 2005).
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1.4.1 IMUNIDADE CELULAR

O M. tuberculosis é um exemplo classico de patégeno que desencadeia como
resposta protetora a imunidade mediada por células (RAJA, 2004). A eliminacao
dessa infeccdo bacteriana depende, sobretudo, do sucesso da interacdo entre
células imunolégicas como as apresentadoras de antigenos (macréfagos e células
dendriticas) e linfocitos T.

A resposta imunolégica contra TB € iniciada através do reconhecimento do M.
tuberculosis pelos fagécitos presentes no tecido pulmonar. Neste estagio inicial,
ocorre envolvimento de varios receptores presentes na superficie das células do
hospedeiro. Os receptores do complemento sédo responsaveis pelo reconhecimento
de bactérias opsonizadas, ja 0s receptores de manose e 0s receptores scavengers
conseguem se ligar a bactérias ndo opsonizadas. Os receptores do tipo Toll (TLR) e
moléculas CD14 também sdo fundamentais para o0 reconhecimento do M.
tuberculosis (CREVEL et al.,, 2002). Aproximadamente dez tipos de TLR foram
identificados em humanos, aqueles como TLR2, TLR4 e TLR9 podem estar
envolvidos no reconhecimento de peptidioglicanos e lipopeptidios bacterianos (19
kDa), endotoxinas de bactérias gram-negativas e DNA bacteriano, respectivamente
(CREVEL et al., 2002; DOHERTY e ARDITI, 2004). ApGs o reconhecimento, ocorre
a fagocitose do patdgeno e/lou de seus produtos bacterianos pelas células
dendriticas pulmonares e macrofagos alveolares, desencadeando a ativacdo celular
e producgédo de citocinas. A imunidade celular se desenvolve depois de duas a seis
semanas de infeccdo, resultando em um fluxo aumentado de linfécitos e mondcitos
para o local, na ativacdo de macréfagos e na formacao do granuloma.

As interacdes iniciais entre o microrganismo e o0 hospedeiro podem
determinar se a fagocitose efetiva eliminara o patégeno, se a bactéria induzira morte
celular no fagécito, ou se 0 microrganismo adaptado ao ambiente intracelular hostil
permanecera dentro do fagocito e estabelecera a infeccdo (RAUPACH e
KAUFMANN, 2001). Os macrofagos estimulados por citocinas, como fator de
necrose tumoral-a (TNF-a) e IFN-y, podem produzir moléculas microbicidas que
auxiliam na morte da bactéria. Essas citocinas podem induzir a producdo de 6xido
nitrico e intermediarios reativos de nitrogénio (RNI) através da forma induzida da
enzima oxido nitrico sintase (NOS2) (DING et al.,1988). Espécies intermediarias

reativas de oxigénio (ROI) também s&o utilizadas por macrofagos murinos como
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moléculas microbicidas, porém na infeccdo com M. tuberculosis, os RNI ganham
maior destaque na eliminacdo dessa bactéria pelos macréfagos (RAUPACH &
KAUFMANN, 2001). Wang et al. (1998) demonstraram que o0s niveis de NO
liberados e a producao de RNI por macrofagos alveolares em cultura eram maiores
em pacientes com TB ativa em relacdo aos individuos controles.

Dentro dos macréfagos a bactéria reside em fagossomos, porém a relacao
entre 0 M. tuberculosis e essas células depende da habilidade do patégeno em
evitar a biogénese do fagolisossomo (VERGNE et al.,, 2004). Os microrganismos
fagocitados sofrem degradacédo por hidrolases presentes no interior dos lisossomos,
os quais se fundem as vesiculas fagociticas que contém o patégeno. A prevencao
da fusdo fagolisossomal € um mecanismo pelo qual M. tuberculosis consegue
sobreviver dentro do macréfago, impedindo a acidificacdo do fagossomo. Os
mecanismos responsaveis por essa evasao ainda nao estdo claros, embora algumas
moléculas, possivelmente envolvidas nesse processo, ja tenham sido identificadas
como sulfatos micobacterianos e glutamina sintetase. Também € citado que pode
ocorrer a modulacdo da membrana fagossomal como meio de impedir a fusdo do
lisossomo ao fagossomo (FLYNN, 2004). Além de atuar no mecanismo de formacéo
do fagolisossomo, o M. tuberculosis pode modular a inducéo da apoptose dentro dos
fagocitos (MENAKER e JONES, 2003). Ao inibir a morte celular programada, o
microrganismo consegue evadir a apresentacdo de antigenos através da fagocitose
de vesiculas apoptoticas, contendo os antigenos patogénicos, por outras células
apresentadoras de antigenos (APCSs).

Mesmo os macrofagos sendo considerados como as principais células
infectadas por M. tuberculosis, tém sido proposto que existem outras populacbes
celulares que abrigam este bacilo e essas células podem ser importantes para o
desenvolvimento da doenca (PALOMINO, LEAO e RITACCO, 2007). Os neutrdfilos
podem ser considerados como esse tipo de célula, porém seu papel na TB ainda
nao € bem estabelecido. Essa célula poderia contribuir para o controle da infeccao
através da producao de quimiocinas (RIEDEL e KAUFMANN, 1997), da inducao da
formacdo do granuloma (EHLERS, 2003) e da transferéncia de moléculas
microbianas para macréfagos (TAN et al., 2006). Outros trabalhos mostram que o0s
neutréfilos podem atuar mais no desenvolvimento da patologia que na protecéo do
hospedeiro. Camundongos susceptiveis a TB tiveram um grande numero de

neutréfilos acumulados em suas lesfes quando comparados aos camundongos
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resistentes a doenca (ERUSLANOV et al, 2005). Esse evento parece ser
influenciado pela expressdo diferencial de moléculas que sdo quimiotaticas para
neutrofilos (KELLER et al., 2006). No sitio de multiplicacdo do M. tuberculosis, o0s
neutrofilos sdo as primeiras células a chegarem, seguidos de células natural killer
(NK), células T y/d e a/f (RAJA, 2004).

As células dendriticas exibem uma habilidade Unica de ingerir o patdbgeno no
sitio da infeccdo e de migrar até os linfonodos, onde apresentam os antigenos
capturados para as células T (BANCHEREAU et al., 2000). Segundo os achados de
Walker et al. (2007) proteinas micobacterianas de choque térmico tém papel
fundamental na inducéo de citocinas e na maturacdo de células dendriticas. Wolf
et al. (2007) mostraram que camundongos infectados com M. tuberculosis
apresentavam células dendriticas mieldides como a maior populacdo de células
infectadas com esta bactéria, nos pulmdes e nos linfonodos. Na TB, as células
dendriticas infectadas com a micobactéria estdo principalmente envolvidas em
primar as células T, ap6s migrarem dos pulmdes para os linfonodos. No entanto, o
M. tuberculosis pode usar as células dendriticas como veiculo para se disseminar
dentro do organismo hospedeiro e alcancar os tecidos linfoides (HERMANN e
LAGRANGE, 2004).

A apresentacdo de antigenos micobacterianos no linfonodo realizada por
células dendriticas, infectadas com M. tuberculosis, estimula linfécitos T CD4" e
CD8" a se desenvolverem principalmente em células efetoras do perfil Thl (T helper
1). As subpopulagées de linfocitos T, como os linfécitos T CD4", representam um
conjunto de células com fungdo crucial no controle da TB. Essas células atuam na
producao de citocinas, principalmente IFN-y, apds serem estimuladas com antigenos
micobacterianos. As células T CD8", quando ativadas, também produzem citocinas e
ainda lisam células infectadas (STENGER e MODLIN, 1999).

A ativacdo de células T CD4" é essencial para formacdo do granuloma na
infeccdo micobacteriana (SAUNDERS et al., 2002). A apresentacdo dos antigenos
micobacterianos, usualmente contidos nos fagassomos, € realizada através do
complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe Il presentes nas APCs.
Como resultado desta apresentacdo as células T CD4" secretam interleucina 2 (IL-
2), principal fator de crescimento para célula T, e IFN-y, um importante ativador de

monaocitos/macroéfagos (VANHAM et al., 1997). Em humanos infectados com o virus
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HIV, tem sido demonstrado que a perda de células T CD4" aumenta fortemente a
susceptibilidade ao desenvolvimento da TB ativa ou de ocorrer a reativacdo da
doenca (SELWYN et al., 1989). Em modelos murinos com infeccao latente por M.
tuberculosis, a deplecdo de células T CD4" também causou rapida reativacdo da
doenca (SCANGA et al., 2000). Camundongos deficientes em células T CD4"
sucumbiram a TB aguda, ocorrendo um atraso na producéo de IFN-y e na expressao
de NOS2 (CARUSO et al., 1999).

Células T CD8" especificas para micobactérias sdo induzidas em resposta ao
M. tuberculosis e essas podem reconhecer macrofagos infectados (LAZAREVIC e
FLYNN, 2002; KAMATH et al., 2004). Estas células reconhecem antigenos,
freqientemente derivados do citoplasma, apresentados via moléculas de MHC de
classe |. Estudos sugerem que o bacilo dentro do fagossomo pode ter acesso ao
citoplasma, talvez por poros encontrados nas membranas desse vacuolo
(MAZZACCARO et al., 1996; TEITELBAUM et al., 1999). A atividade citotoxica de
células T CD8" envolve pelo menos dois mecanismos: apoptose via Fas-Fas ligante
e a morte de células infectadas via perforinas e granzimas (STENGER et al., 1997).
Em humanos, as células T CD8" podem matar a micobactéria intracelular via a
producdo do peptideo antimicrobiano granzina (STENGER et al., 1998). As células T
CD8" especificas para M. tuberculosis também estdo envolvidas na producio de
citocinas, particularmente o IFN-y e o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a)(LI et al.,
1997; LALVANI et al., 1998). Foi descrito que os niveis de IFN-y nos pulmdes de
camundongos deficientes em células T CD4" foram similares aos animais controles,
compensados pela producéo de IFN-y por células T CD8" (Raja, 2004). Taha et al.
(1997) encontrou um nimero elevado de células T CD8" no lavado broncoalveolar
(BAL) de pacientes com TB ativa, e também foi verificado um aumento de células do
BAL expressando RNAm para IFN-y e IL-12. Mecanismos que regulam a producao
de citocinas e a atividade citotoxica das células T durante a TB ainda n&o s&o bem
conhecidos (SUD et al., 2006). O repertdrio antigénico para células T CD8" e o
mecanismo de apresentacao de antigenos do M. tuberculosis por moléculas de MHC
de classe | presentes nas células dendriticas e macrofagos também nao estdo bem
definidos (BOOM, 2007). Os achados de Lazarevic, Nolt e Flynn (2005) indicaram
que a funcdo das células T CD8" depende do estadgio da infeccdo por M.

tuberculosis.
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Outro conjunto de linfécitos T que podem atuar na resposta imunoldgica
contra a TB s&o as células T com TCR do tipo y/d. Em geral essas células ndo sdo
restritas as moléculas de MHC, algumas podem ser CD8+ e funcionarem como
células citotoxicas (RAJA, 2004). Células T y/d reativas ao M. tuberculosis podem ser
encontradas no sangue periférico de individuos sadios PPD positivo, estas células
sao citotoxicas para monaocitos que apresentam antigenos micobacterianos e ainda
secretam citocinas que estdo envolvidas na formacédo do granuloma (MUNK et al.,
1990). Segundo os estudos de Ladel et al. (1995), este tipo de linfécitos T sao
importantes para protecdo dos pacientes com infecgéo latente, sendo que tanto as
células T y/d quanto as células T a/f3 sdo essenciais para a secrecdo de IFN-y na TB.

As células natural killer (NK) também desempenham funcdo importante na
imunidade contra TB atuando tanto na resposta inata quanto na adaptativa. NK
humanas tém mostrado um aumento na citotoxicidade para macrofago infectados
com M. tuberculosis. Elas também otimizam a habilidade de células T CD8+ em
produzirem IFN-y e lisarem células infectadas com micobactérias (VANKAYALAPATI
et al., 2002; VANKAYALAPATI et al., 2004). Porém, alguns trabalhos mostram que
apesar das células NK se tornarem ativadas e serem uma fonte de IFN-y nas
infecgbes micobacterianas, sua deplecao néo afeta a susceptibilidade do hospedeiro
em relacdo a esses patogenos (TEIXEIRA, MUNCH e KAUFMANN, 1995; FLORIDO
et al., 1997; JUNQUEIRA-KIPNIS et al., 2003).

1.4.2 IMUNIDADE HUMORAL

A resposta humoral também esta envolvida na protecdo contra a TB. Células
B podem funcionar apresentando antigenos e ativando células T, além de atuarem
na producdo de imunoglobulinas. Na TB, anticorpos participam da neutralizacdo de
toxinas, opsonizacdo, ativacdo do complemento, producdo de citocinas e da
citotoxicidade dependente de anticorpos (PALOMINO, LEAO e RITACCO, 2007).
Muitos trabalhos indicam que anticorpos anti-micobacterianos desempenham um
importante papel em varios estagios da infeccao (HOFT et al., 2002; WILLIAMS et
al., 2004; DE VALLIERE et al., 2005). No estudo de De Valliére et al. (2005) foi
mostrado que anticorpos especificos aumentam a internalizacdo e a morte do BCG
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pelos neutrofilos e mondcitos/macrofagos. E ainda anticorpos induzidos por BCG
aumentam a proliferacéo de células T CD4" e CD8" e a producado de IFN-y por esses
linfécitos. A apresentacdo de antigenos nos linfonodos resulta na interacdo entre
células T e B determinando a producao de diferentes is6tipos de imunoglobulina (Ig).
O IFN-y € um forte indutor para secrecao de IgG2a in vitro por células B murinas
estimuladas com lipopolissacarideo bacteriano, e concomitantemente suprime a
producao de 1gG3, IgG1, IgG2b e IgE (SNAPPER, PESCHEL E PAUL, 1988). Varios
trabalhos mostraram que imunoglobulinas como IgG, IgM e IgA, estdo envolvidas na
resposta imunolégica contra antigenos micobacterianos (GEVAUDAN et al., 1992,
GUPTA et al., 1995; KUNTER et al., 2003).

1.4.3. GRANULOMA

A formacdo do granuloma € a principal caracteristica da infec¢cdo por M.
tuberculosis (ALGOOD, CHAN e FLYNN, 2003). O granuloma € desenvolvido em
resposta a estimulacdo antigénica crbnica local e pode ser observado em outras
doencas como a esquistossomose, hanseniase e leishmaniose (MODLIN e REA,
1988; BOROS, 1999). Na TB a formacdo do granuloma é acompanhada de uma
intensa atividade celular com objetivo de controlar o numero de bacilos no pulmao.
Quando a bactéria entra no parénquima pulmonar e infecta os macréfagos
residentes, induz uma série de sinais inflamatorios. Esses sinais sao importantes
para o trafego celular e consequente formacdo do granuloma. O granuloma é uma
estrutura composta por varios tipos celulares, como macréfagos, células T CD4" e
CD8" e um pequeno nimero de células B (GONZALEZ-JUARRERO et al., 2001).
Essas células migram da corrente sanguinea, passando através do tecido pulmonar
para o sitio da infeccdo. As células T inicialmente podem interagir com macréfagos
infectados e ativar essas células para controlarem a doenca (ALGOOD, LINN e
FLYNN, 2005). Em humanos, os macréfagos podem se diferenciar em células
gigantes multinucleadas, contribuindo para evitar a dispersdo das bactérias
presentes no pulmdo do hospedeiro (ALGOOD, CHAN e FLYNN, 2003). O
granuloma promove a criacdo de um ambiente local, no qual as células imunologicas
interagem e eliminam os bacilos, e ainda proporciona um sitio privado de oxigénio e

nutrientes. Além disso, a formagéo de um foco inflamatério no pulméo, como ocorre
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na area granulomatosa, impede a disseminacgéo da infeccdo micobacteriana para as
outras partes do tecido pulmonar e também para outros 6rgaos (ALGOOD, LIN e
FLYNN, 2005). No entanto essa tentativa de conter a infeccdo pode causar
problemas adicionais ao hospedeiro. Muitas vezes, a estrutura do granuloma
apresenta um foco necroético central. Em humanos esse processo pode progredir
para uma necrose caseosa, na qual parte do tecido pulmonar é destruido formando
cavidades neste orgdo. O granuloma caseoso contém macréfagos apoptoticos e
granuldcitos, enquanto que as células T produzem perforinas e granzimas no local, e
ainda podem ser encontradas espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
contribuindo para necrose celular (CHAN, CHAN e SCHLUGER, 2001; FLORIDO,
COOPER e APPELBER, 2002). Produtos micobacterianos, como ESAT-6 podem
também causar a lise de células pulmonares e facilitar a disseminacao das bactérias
(HSU et al., 2003). Caso a estrutura do foco necrotico caseoso se torne liquefeita,
pode ocorrer replicacdo extracelular do M. tuberculosis, facilitando deste modo a
transmissao da TB para outros individuos (COSMA, SHERMAN e RAMAKRISHNAN,
2003). A formacéo de cavidades nos pulmdes através da “erosdo do tecido” permite
0 contato entre as bactérias e a corrente sanguinea, acarretando o espalhamento
dessas pelo organismo (SAUNDERS e BRITTON, 2007). Também pode ser
observada a fibrose do granuloma, quando ocorre um controle da infeccdo
micobacteriana e uma limitacdo do processo inflamatorio. Na infecgéo latente um ou
mais granulomas controlando a infec¢ao séo vistos e esses podem estar calcificados
(ALGOOD, CHAN e FLYNN, 2003). Ainda assim, essa destruicdo do tecido
pulmonar pode ser prejudicial para as fungdes respiratorias do hospedeiro.

N&o é conhecido como o bacilo consegue sobreviver dentro do granuloma,
onde se encontra uma variedade de células imunolégicas ativadas. Porém, esta
ativacdo pode fracassar na eliminacdo do M. tuberculosis, e o bacilo latente pode
persistir nos pulmdes por décadas. Em uma minoria de individuos infectados com

TB o granuloma pode falhar por varios motivos, permitindo a reativacéo da doenca.

4.4 CITOCINAS NA TUBERCULOSE

Os mecanismos de imunidade protetora contra TB ainda ndo estdo totalmente

claros, mas ha o envolvimento da producdo de citocinas e quimiocinas, proteinas
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secretadas por células estimuladas que participam da imunidade inata e adquirida.
Essas moléculas sdo capazes de regular varias funcbes celulares, como resposta
inflamatoria e a migracdo de leucécitos do sangue para os tecidos (RAJA, 2004,
MACKAY, 2001).

Na maioria dos individuos infectados com M. tuberculosis o controle
imunoldgico é baseado no tipo de reposta envolvendo células T do perfil Thl
(SALGAME, 2005). O desenvolvimento deste padrdo de resposta envolve a
expressao de uma série de citocinas especificas. Citocinas como IFN-y e IL-2 sdo
secretadas por células Thl e estdo envolvidas na resposta imunoldgica celular
protetora contra 0 M. tuberculosis. Ja as citocinas IL-4, IL-5, e IL-13 sdo produzidas
por células Th2, este outro tipo de perfil imunoldgico promove a imunidade humoral
(DLUGOVITZKY et al.,, 2000) e ainda atua na regulacdo da resposta contra TB.
Segundo Ribeiro-Rodrigues et al. (2002), citocinas como IFN-y, TNF-qa, IL-8 e IL-6,
presentes no escarro de pacientes com TB, podem estar relacionadas com a doenca
pulmonar ativa, além de serem uteis como possiveis marcadores da evolucdo da
resposta imunoldgica apds o tratamento quimioterapico da TB.

A reposta do tipo Thl é fortemente influenciada pela producéo de IL-12, esta
citocina é produzida por macréfagos e células dendriticas que fagocitaram o M.
tuberculosis. A molécula de IL-12 é um importante estimulo para células T
desencadearem a producédo de IFN-y (FLYNN, 2004). O IFN-ydesempenha varias
funcdes, ativa fagocitos, estimula a apresentacdo de antigenos, e regula varias
funcdes celulares, como proliferacdo, apoptose e adesdo celular. Deste modo, a
acao do IFN-y requer um complexo e sofisticado programa molecular de expressao
de vérios genes, assegurando que suas potentes fungbes imunomodulatérias sejam
exercidas somente na presenca de infeccbes patogénicas (RELJIC, 2007). Embora
a producdo exclusiva de IFN-yseja insuficiente para controlar a infeccdo por M.
tuberculosis, esta molécula € fundamental para protecdo contra este patdégeno
(RAJA, 2004). Em individuos com varias deficiéncias nas vias de producédo e/ou
receptores de IFN-y sdo mais predispostos a infec¢cdes micobacterianas, incluindo a
TB (BAI et al., 2004). A citocina IFN-y é produzida por células Thl CD4", T CD8" e
células NK, e tem funcdo importante no controle da infecgdo pelo M. tuberculosis.
Uma das funcbes do IFN-y é atuar na via de producdo de NO por macréfagos

limitando o crescimento de micobactérias (COOPER et al., 2002). Em camundongos



36

deficientes de IFN-y e/ou NO o curso da infeccdo por M. tuberculosis é
dramaticamente alterado, durante o periodo inicial da infeccdo ocorre aumento do
recrutamento de granulécitos para o granuloma e aumento na proporcdo de
linfécitos T CD4+ ativados, porém os linfocitos ativados ndo foram identificados
como sendo antigenos-especificos (PEARL et al., 2001). Isso contribui
provavelmente para o dano tecidual e o aparecimento de lesdes necroticas. Assim a
auséncia de IFN-y e /ou NO pode desencadear uma doenca severa, hAo COmMO
consequéncia de um crescimento bacteriano descontrolado, mas sim como
resultado de uma ativacdo de linfécitos desordenada e do aumento das lesbes
granulomatosas (PEARL et al.,, 2001). De acordo com PAI, RILEY e COLFORD
(2004), altos niveis de IFN-y sdo indicativos de infeccdo por M. tuberculosis. Outro
importante papel do IFN-yé induzir a expressdo de moléculas do MHC classe I,
influenciando no aumento da apresentacdo de antigenos para células T CD4". A
molécula de IFN-y é a principal ativadora de macréfagos e também é responsavel
pelo recrutamento de linfécitos T, atuando na producéao de quimiocinas, desta forma
participa criticamente da eliminacdo do M. tuberculosis (PAI, RILEY e COLFORD
2004).

O TNF-a é uma citocina pleotropica, fundamental na resposta imunoldgica
contra TB (FLYNN et al., 1995), o qual induz uma forte resposta celular, incluindo
febre, lesdo tecidual e ativacdo de macrofagos (BEUTLER e CERAMI, 1986).
Produtos micobacterianos induzem monécitos/macréfagos a produzirem TNF-a,
assim ele pode atuar no aumento da fagocitose, e da capacidade dessas células em
eliminar bactérias (VANHAM et al., 1997). Além de mondcitos/macrofagos, células
dendriticas e linfécitos T produzem TNF-a (BARNES et al.,, 1993; HENDERSON,
WATKINS e FLYNN, 1997; LADEL et al., 1997). Em camundongos, TNF-a e IFN-y
estdo envolvidos na sintese de moléculas microbianas, como NO, por
mondcitos/macrofagos (VANHAM et al., 1997). Foi visto que o TNF-a também atua
na inducdo da apoptose em macréfagos alveolares infectados com M. tuberculosis
(KEANE et al., 1997). Em camundongos deficientes em TNF-a infectados com este
bacilo, ocorreu uma desregulada formacao do granuloma, resultando em um grande
acumulo de células e micobactérias nos pulmdes, bem como uma extensiva necrose
e infiltracdo de neutréfilos (BEAN et al., 1999). A deficiéncia na expressao de TNF-

a em camundongos infectados com M. tuberculosis alterou o padrdo de expressao
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de quimiocinas (ALGOOD, CHAN e FLYNN, 2003), assim o TNF-a pode influenciar
a regulacdo do gradiente de quimiocinas local, e subsequente recrutamento de
células para a formacdo do granuloma. O TNF-a ainda participa da resposta
imunopatoldgica e, frequentemente esta relacionado aos danos nos tecidos
pulmonares provocados pela infeccdo. A superproducdo de TNF-a pode causar
imunopatologias, enquanto que a sua neutralizacdo pode reativar a doenca latente
(JACOBS et al., 2007). Em pacientes com TB, o0 aumento dessa citocina pode
acarretar em um agravamento clinico da doenca (BEKKER et al.,, 1998). Nos
estudos de Bekker et al. (2000) camundongos deficientes em TNF-a que foram
infectados com altas dose M. bovis BCG recombinante, o qual secretava TNF-a
murino (BCG-TNF), conseguiram eliminar as bactérias, porém houve uma
inflamacdo severa nos pulmbdes e no baco e uma diminuicdo no tempo de
sobrevivéncia desses animais, em comparacdo aos camundongos deficientes em
TNF-a, os quais receberam apenas BCG. Aqueles animais cuja infeccédo foi
realizada com baixas doses de BCG-TNF, tiveram o crescimento dos bacilos
controlado, o granuloma foi pequeno e diferenciado, o tamanho do baco néo foi
alterado, e esses sobreviveram. Esses resultados sugerem que a quantidade de
TNF-a no sitio da infec¢do, determina se o potencial dessa citocina sera destrutivo
ou protetor. De acordo com o nivel de produgcdo do TNF-a pode ocorrer aumento da
patologia e necrose nos pulmdées (FLYNN, 2004).

A interleucina-2 (IL-2) é crucial para gerar resposta imunoldgica, pois induz a
expansdo clonal de linfocitos T especificos para um determinado antigeno. A
secrecdo de IL-2 por células T CD4+ € um importante parametro a ser analisado e
muitos estudos tém demonstrado que IL-2 pode influenciar no curso da infeccao
micobacteriana, atuando sozinha ou em combinacdo com outras citocinas
(BLANCHARD et al., 1989). Segundo Khanna, Srivastava e Kumar (2003), uma
disfuncdo na producdo de IL-2 ou em seu receptor (IL-2R), os quais atuam na
resposta mediada por células na infec¢do por M. tuberculosis, poderia contribuir para
progressdo da infeccdo priméria ou reativagdo da doenca. Outros estudos
mostraram que a expressao do gene para IL-2 estava aumentada em individuos com
TB ativa em relacdo aos individuos controles (LAl et al., 1997). Trabalhos de Fan et

al. (2006) sugerem que a construcdo de uma vacina BCG recombinante
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expressando ESAT-6 e IL-2 humana pode aumentar a resposta do tipo Thl em
camundongos.

Mondcitos/macréfagos podem secretar citocinas pro-inflamatorias, como IL-1,
IL-6 e TNF-a, quando expostos a antigenos micobacterianos (WALLIS, AMIR e
ELLNER, 1990). No entanto, a IL-6 pode funcionar tanto como citocina pro-
inflamatoria ou como antiinflamatdria (VANHEYNINGEN, COLLINS e RUSSELL,
1997), sendo produzida nos estagios iniciais da infecgdo micobacteriana (LAW et al.,
1996; OKAMURA et al., 1998). Como citocina proé-inflamatéria a IL-6 pode ser
importante no controle da doenca, ao recrutar células para o sitio da infec¢cao por M.
tuberculosis (LAW et al., 1996). Em pacientes com TB pulmonar HIV positivos, foi
encontrada, no fluido de seus lavados broncalveolares, altas concentragfes de
citocinas inflamatorias como IL-6 e IL-8 (MWANDUMBA et al., 2007). Outros estudos
indicaram que camundongos deficientes em IL-6 foram mais susceptiveis a infeccao
por M. tuberculosis, por apresentarem niveis de IL-4 aumentados e diminuicdo nos
niveis de IFN-y. (LADEL et al., 1997; SAUNDERS et al., 2000). A IL-6 pode ter
efeitos opostos aos citados acima, como mostraram os trabalhos de Schindler et al.
(1990) esta citocina foi capaz de inibir a producdo de TNF-a e IL-1, e promover 0
crescimento in vitro de Mycobacterium avium (SHIRATUCHI et al., 1991). De acordo
com os estudos de VanHeyningen, Collins e Russell (1997), IL-6 produzida por
macrofagos infectados com micobactérias inibiu ativacao de células T in vitro.

Entre as citocinas produzidas por células T, a IL-10 € considerada uma
importante citocina reguladora da resposta imunoldgica. Células T CD4°CD25"
participam da regulacdo da resposta imunoldgica, secretando IL-10 e fator de
transformacdo do crescimento-beta (TGF-B)(MCHUGH e SHEVACH 2002;
JONULEIT e SCHMITT, 2003). Estas células podem atuar na resposta inume contra
doencas infecciosas facilitando a persisténcia do patégeno (SATOGUINA et al.,
2002; VAHLENKAMP, TOMPKINS e TOMPKINS 2004) ou modulando a resposta
imunoldgica na infec¢cdo (HORI, CARVALHO e DEMENGEOQOT, 2002; MONTAGNOLI
et al., 2002). Mason et al. (2007) observaram que células T CD4"CD25" produziram
IL-10 e TGF-Bem camundongos infectados com M. tuberculosis H37Rv, e a
neutralizagéo de IL-10 e TGF- resultou no aumento da producéo de IFN-y. Durante
a TB a IL-10 promove a desativacdo de macréfagos, incluindo diminuicdo na

producdo de IL-12 e diminui¢cdo nos niveis de IFN-y produzido por células T (RAJA,
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2004). A IL-10 é capaz de afetar a atividade antimicobacteriana de macréfagos in
vitro, inibindo a atividade enzimatica relacionada a producdo de O6xido nitrico
(KWON, 1997). De acordo com os achados de Boussiotis et al. (2000) pacientes
com TB que ndo eram reativos ao teste cutaneo do PPD, produziram niveis
elevados IL-10, mas falharam na producdo de IFN-y e proliferacdo celular quando
estimulados in vitro com PPD. As citocinas IL-10 e TGF-B suprimem a resposta
imunologica inibindo a funcdo de macrofagos resultando no aumento do crescimento
intracelular da bactéria (CHANTRY et al., 1989; TOOSSI et al., 1995;HERNANDEZ-
PANDO et al., 1997; MURRAY et al.,, 1997). A expressdo de IL-10 tém sido
associada com o aumento da sobrevivéncia celular, e inibicdo da apoptose
(BINGISSER et al., 1996; COHEN et al., 1997). Essas observacbes mostram que
uma inapropriada secrecdo de IL-10 e TGF- e a inibicAo da apoptose de
macrofagos infectados podem prejudicar a resposta imunoldgica adequada na TB
(MUSTAFA et al., 2007).

Células Th2 podem produzir citocinas durante a infec¢cdo por M. tuberculosis.
No entanto, o papel das células Th2 na TB ainda é controverso, pois as citocinas
produzidas por elas, como a IL-4 sdo altamente bioativas e geralmente produzidas
em baixos niveis, tornando a sua deteccdo problemética (Demissie et al., 2006).
Shauf et al. (1993), Sanchez et al. (1994) e Crevel et al. (2002) detectaram aumento
na producao de IL-4 em individuos com TB, especialmente naqueles com doenca
cavitaria. Demissie et al. (2004) sugeriram que a longa protecéo contra TB no estado
latente é associada ao aumento da expressdo de citocinas produzidas por células
Thl e supressao da atividade de citocinas produzidas por células Th2. Logo, niveis
elevados de citocinas Th2, como IL-4 em pacientes com TB, poderiam influenciar na
reativacdo da doenca. A IL-4 pode prejudicar a imunidade do tipo Thl e guiar para
uma inapropriada ativagdo de macrofagos. Os efeitos da IL-4 incluem a reducédo da
atividade antimicobacteriana do TNF-a, o qual influencia a apoptose de células
infectadas, redugcdo na atividade da enzima NOS induzida, aumentando a
disponibilidade de ferro para o M. tuberculosis e elevando a proliferacao de células T
regulatérias antigeno-especificas FOXP-3", e também a citocina IL-4 pode aumentar
a toxicidade do TNF-a e guiar para fibrose pulmonar e aumento da imunopatologia
(ROOK, 2007). Segundo Wu et al. (2007a) a expressdo de RNAm para IL-4 e IL-452

foram mensuradas no PBMC de pacientes com TB, pacientes com pneumonia e
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individuos controles sadios, e encontrou-se que a expressdo de RNAm para IL-4 e
para IL-402 estava significantemente diminuida nos pacientes com TB e pneumonia
comparados aos controles. Esses resultados podem indicar que em humanos a forte
resposta Th2 ndo esta associada a TB. A presenca de uma resposta envolvendo a
producdo de IFN-y e citocinas do tipo Th2 aos antigenos micobacterianos antes da
infecgdo por M. tuberculosis, e o desenvolvimento de uma forte reposta com a
producado de IL-4, durante a progressao da TB, sdo caracteristicas de individuos os

quais apresentam uma falha na eficiéncia da vacina BCG (ROOK, 2007).

1.4.5 QUIMIOCINAS NA TUBERCULOSE

Citocinas quimiotaticas ou quimiocinas sao amplamente responsaveis pelo
recrutamento de células inflamatdrias para o sitio da infeccdo (CREVEL, 2002). As
moléculas de quimiocinas atuam no trafego celular e sdo potentes ativadoras de
leucécitos, e ainda auxiliam na formacdo do granuloma, o qual desempenha
importante funcdo na resposta imunolégica contra TB (MURPHY, 2001). O
estabelecimento de um gradiente de quimiocinas é crucial para o recrutamento de
células inflamatérias e conseqiente organizacdo dessas no local da infeccéo,
contribuindo para constituicdo do granuloma (SAUNDERS e BRITTON, 2007).

A resposta contra o M. tuberculosis inclui quimiocinas induzidas pela citocina
IFN-y, em especial a monocina induzida pelo interferon-gama (MIG ou CXCL9) e a
proteina induzida pelo interferon-gama de 10kDa (IP-10 ou CXCL-10). Em estudos
de Sauty et al. (1999) observou-se que o IFN-y foi um forte indutor da acumulacdo
de RNAm para IP-10 e MIG em células epiteliais bronquicas humanas normais.
Essas quimiocinas atuam recrutando células T e células NK para o sitio da
inflamacédo (DAJOTOY et al.,, 2004). IP-10 recruta células T para o sitio da
inflamacéo e pode atuar na geragdo e na funcéo de células T efetoras. A sintese de
IP-10 pode influenciar na producao de IFN-y e MIG, pois camundongos deficientes
em IP-10 apresentavam niveis de MIG e IFN-y reduzidos (DUFFOUR et al., 2002).
De acordo com os achados de Raju et al. (2007), utilizando os ensaios de microarray
com células obtidas do lavado broncoalveolar de pacientes com TB pulmonar ativa e

individuos controles sadios, pode-se observar que a expressao de genes para MIG e
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receptor de IFN-y estavam elevadas nesses pacientes quando comparados aos
controles. Foi detectada a producéo de IP-10 por macréfagos alveolares infectados
com M. tuberculosis in vitro, mostrando-se como uma quimiocina importante para
migracdo de células T y/d (FERRERO et al. 2003). As quimiocinas IP-10 e MIG séo
caracteristicas da imunidade celular local, deste modo estdo envolvidas na
quimioatracdo de linfocitos T ativados, amplificando a resposta de células Thl no
sitio da infec¢do por M. tuberculosis (OKAMOTO et al., 2005). Células do lavado
bronco-alveolar de individuos PPD positivos ndo vacinados com BCG apresentam
altos niveis de proteinas ligantes ao receptor CXCR3, como IP-10 e MIG, apoés
estimulacéo in vitro com o antigeno PPD (WALRATH et al., 2005).

A producéo de IL-8 ou CXCL8 durante a infecgéo por M. tuberculosis pode ser
responsavel pela infiltracdo de neutréfilos e linfécitos, os quais participam da
formacdo do granuloma, e também a producéo elevada desta quimiocina contribui
para destruicdo necrética dos pulmbes (ZHANG et al.,, 1995). A IL-8 é produzida
primariamente por mondcitos/macréfagos, e atua no recrutamento de células T e
basofilos, sendo também fator de ativagdo de neutrofilo (MUNK e EMOTO 1995;
RAJA, 2004). Zhang et al. (1995) demonstraram que IL-8 € induzida por macrofagos
alveolares infectados com M. tuberculosis. Os trabalhos de O’Kane et al. (2007)
mostraram que fibroblastos pulmonares humanos, cultivados com meio de cultura
proveniente de mondcitos infectados com M. tuberculosis, expressaram RNAm para
IL-8. J& a inibicdo de TNF-a e IL-1 neste meio, diminuiu a inducéo de IL-8 a niveis
pré-transcricionais. Os autores observaram ainda que niveis exdégenos de IL-8
reduziram a sobrevivéncia do M. tuberculosis dentro de macroéfagos, e a inibicdo de
IL-8 estava associada a proliferacdo intracelular do patdgeno. Culturas de células
mononucleares do sangue periférico estimuladas com antigenos especificos de M.
tuberculosis, revelaram um aumento na expressao de gene para IL-8 em pacientes
com TB ativa em comparagdo aos pacientes com a doenca latente (WU et al.,
2007b).

RANTES ou CCL5 (“Regulated upon activation normal T cell expressed and
secreted”) € uma quimiocina produzida por varias células, incluindo células T e
macrdfagos, é preferencialmente quimiotatica para células T CD4", células T de
memoria (CD45R0O) e mondcitos (SCHALL et al., 1990; SCHALL, 1991). RANTES

funciona ativando células T e mondcitos, influenciando na formacdo do granuloma
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(BADEWA et al., 2005). Saukkonen et al. (2002) demonstraram que RANTES
compde um grupo de quimiocinas que desempenham a funcdo de inibir o
crescimento intracelular de M. tuberculosis em macr6fagos alveolares de individuos
infectados com HIV. Receptores para quimiocinas, como RANTES e proteina
guimiotatica de mondcito — 1(MCP-1), desempenham importante papel no trafego de
células para o sitio da infeccdo com o M. tuberculosis (ALGOOD, CHAN e FLYNN,
2003). RANTES, IL-8 e MCP-1 foram detectadas em niveis elevadas no fluido do
lavado broncoalveolar de pacientes com TB ativa (SADEK et al., 1998).
Esplendcitos e macréfagos peritoneais obtidos de cobaias vacinados ou ndo com
BCG foram infectados com M. tuberculosis in vitro e observou-se que os niveis de
RNAmM para RANTES e a sua expressdo estavam aumentados nos animais
vacinados com BCG em relacdo aos ndo vacinados, indicando que a vacinagcao com
BCG em cobaias induziu a producédo de RANTES in vitro (SKWOR et al., 2006).

A MCP-1 ou CCL2 atrai monocitos, células T de memoria e células NK in
vitro, € uma quimiocina produzida e, a0 mesmo tempo, atuante em mondocitos e
macrofagos (CREVEL et al., 2002). O M. tuberculosis induz preferencialmente a
producdo de MCP-1 por mondcitos (KASAHARA et al., 1994). Zhu e Friedland
(2006) observaram que a producdo de MCP-1 por mondcitos aumentou quando
essas estavam infectadas com M. tuberculosis (H37Rv). Sadek et al. (1998)
mostraram niveis elevados de MCP-1 no sobrenadante de cultura de macrofagos
alveolares humanos infectados com M. tuberculosis H37Ra. Camundongos
deficientes para o receptor de MCP-1 (CCR2) mostraram uma reducgéo na formacéao
do granuloma, supressdo da producdo de citocinas do tipo Thl (BORING et
al.,1997) e diminuicdo da sobrevivéncia apdés a infeccdo com M. tuberculosis
(PETERS et al., 2001). O aumento de MCP-1 em pacientes com TB pulmonar pode
resultar em forte indugéo de resposta imunoldgica celular (HASAN et al., 2005).

A resposta imunologica contra M. tuberculosis é complexa e multifacetada. O
estudo de diversos parametros da imunidade em resposta a diferentes antigenos do
M. tuberculosis e a compreensdo da dinamica de produgdo de citocinas e
guimiocinas nessa infeccdo podem auxiliar no conhecimento da doenca em seus

diferentes estagios.
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2. OBJETIVOS

O principal objetivo deste trabalho foi estudar os niveis de quimiocinas no
plasma humano durante a TB, e avaliar a producdo in vitro de citocinas e
quimiocinas por células mononucleares do sangue periférico (PBMC - Peripheral
Blood Mononuclear Cells) em resposta a antigenos do M. tuberculosis através do
método citométrico de esferas ordenadas (CBA-Cytometric Bead Array).

Os obijetivos especificos foram:

2.1) Avaliar os niveis das quimiocinas MIG, IP-10, IL-8, RANTES e MCP-1 no
plasma humano utilizando o método de CBA, em individuos controles sadios
vacinados com BCG, em pacientes com TB ativa ndo tratada, em pacientes com TB
sob tratamento e em pacientes com TB que ja haviam finalizado o tratamento

quimioterapico;

2.2) Avaliar a producéo das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6 e IL-10 e
das quimiocinas mencionados anteriormente utilizando o método de CBA,
encontradas no sobrenadante de cultura de PBMC de individuos sadios controles
vacinados com BCG, de individuos que mantém contato com pacientes que
apresentavam TB ativa, de pacientes com TB ativa ndo tratada e de pacientes com
TB que ja haviam finalizado o tratamento quimioterapico. Essas culturas foram
submetidas ao estimulo com os antigenos recombinantes especificos do M.
tuberculosis (ESAT-6 e CFP-10) e ao antigeno expressado principalmente durante a
fase de laténcia do M. tuberculosis (16-kDa). Também foi verificado o possivel papel
desses antigenos na diferenciacdo entre os grupos estudados quanto a producéo de

citocinas e quimiocinas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 POPULACAO ESTUDADA

No Setor de Pneumologia da Policlinica Central de Juiz de Fora foram
selecionados pacientes com TB pulmonar, diagnosticados através dos exames de
radiografia dos pulmdes e baciloscopia ou cultura. Para o estudo dos niveis de
quimiocinas no plasma humano foram selecionados vinte e quatro pacientes com TB
ativa ndo tratada (TBA), vinte e oito pacientes que estavam sob tratamento (TBST) e
vinte pacientes, 0s quais ja haviam finalizado o tratamento (TBT) (Tabela 1). Para o
estudo da producéo de citocinas e quimiocinas por PBMC em cultura estimulada
com antigenos do M. tuberculosis foram selecionados dez pacientes com TB ativa
nao tratada (TBA) e dez pacientes tratados (TBT) (Tabela 2). O tratamento para a
cura da TB, recebido por esses pacientes, teve duracdo de seis meses e foi

realizado com izoniazida, rifampicina e pirazinamida.

Foram incluidos no estudo apenas os pacientes com diagndstico da doenca
confirmado por baciloscopia ou cultura, além do exame clinico e da realizacdo do
exame radiolégico, como preconizado pelo Ministério da Saude. Foram critérios de
exclusdo: AIDS, diabetes, hepatite, hipertenséao, gravidez e alcoolismo. De acordo
com a classificacdo proposta pela National Tuberculosis Association (1961), de
envolvimento minimo, moderado e severo do tecido pulmonar, os pacientes
selecionados para o presente estudo, em sua maioria, apresentavam a forma

moderada de TB pulmonar (Tabela 1, 2 e 3).

O grupo controle sadio (CS) vacinado com o BCG foi composto por trinta
estudantes e funcionarios da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) (Tabela
4). As amostras desses individuos foram utilizadas no estudo dos niveis de
quimiocinas no plasma humano. Ja para o estudo da producdo de citocinas e
quimiocinas por PBMC em cultura estimulada com antigenos do M. tuberculosis
foram selecionados treze individuos controles sadios (CS) vacinados com BCG e
cinco individuos que mantinham contato (CT) com pacientes que apresentavam TB
ativa (Tabela 5).
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Todos os individuos selecionados para este estudo assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido, conforme consta no parecer aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade Federal de Juiz de Fora (n°. 174/2006).

Tabela 1 - Caracterizagcdo, tempo de tratamento e dados clinicos dos pacientes com tuberculose

pulmonar, estudados quanto a producao de quimiocinas no plasma.

VACINAGAO TEMPO DE
PACIENTES IDADE SEXO COM BCG LESOES TRATAMENTO
PULMONARES CAVIDADES (meses)
TBA 04 23 F ND 1 pulméo ND Om
TBA 20 20 M NAO 2 pulmdes ND Om
TBA 23 35 M SIM ND ND Oom
TBA 24 13 F SIM ND ND Om
TBA 25 30 F NAO 1 pulmé&o ND Oom
TBA 27 45 M SIM 1 pulméo NAO Om
TBA 32 18 M SIM 1 pulmé&o SIM Om
TBA 45 55 M NAO 1 pulméo SIM Om
TBA 47 51 F SIM 1 pulméo ND Oom
TBA 53 42 F SIM 2 pulmdes SIM Om
TBA 70 33 M NAO 1 pulmé&o ND Oom
TBA 73 33 M SIM 1 pulméo ND Om
TBA 91 46 M NAO 2 pulmbes ND om
TBA 96 31 F SIM ND ND Om
TBA 141 32 M SIM 1 pulméo > 4cm Oom
TBA 150 20 M SIM 1 pulméo ND Om
TBA 151 73 M NAO 1 pulméo ND Om
TBA 159 33 M NAO 1 pulméo 4cm om
TBA 161 40 M SIM ND ND Oom
TBA 162 30 M SIM 1 pulméao 4cm om
TBA 165 30 M ND 1 pulmé&o > 4cm Oom
TBA 175 23 F NAO 1 pulméo NAO Om
TBA 176 27 F ND 1 pulméo ND Om
TBA 177 22 M SIM 2 pulmdes SIM Om
TBST 14 40 M SIM 2 pulmbes SIM Im
TBST 54 20 M SIM 2 pulmdes SIM im
TBST 64 44 M ND 1 pulméo ND Im
TBST 79 20 M SIM ND ND im
TBST 81 13 F SIM ND ND Im
TBST 112 43 M SIM 1 pulméo SIM im
TBST 105 25 M SIM ND ND Im
TBST 107 32 M ND ND ND Im
TBST 127 17 F SIM 2 pulmdes ND im
TBST 128 33 F SIM ND ND Im
TBST 07 54 M ND 1 pulméo SIM 2m
TBST 88 20 F SIM 1 pulméo ND 2m
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TBST 111 29 M SIM ND ND 2m
TBST 119 44 M SIM 2 pulmdes ND 2m
TBST 148 27 F NAO ND ND 2m
TBST 98 42 F SIM ND ND 2m
TBST 117 45 M NAO ND ND 3m
TBST 123 21 F SIM 2 pulmdes ND 3m
TBST 124 25 M NAO ND ND 3m
TBST 173 32 M SIM 1 pulméo ND 3m
TBST 104 23 M SIM ND ND 4m
TBST 146 33 M SIM 2 pulmdes Multicavit. 4m
TBST 97 29 M SIM ND ND 4m
TBST 101 65 M SIM ND ND 4m
TBST 17 41 M NAO ND ND 5m
TBST 65 18 M NAO 1 pulméo NAO 5m
TBST 67 24 M NAO 1 pulméao SIM 5m
TBST 139 65 M SIM 2 pulmdes SIM 5m
TBT 37 75 F SIM 1 pulméao SIM 6m
TBT 39 43 M SIM ND ND 6m
TBT 85 18 M SIM 1 pulméao ND 6m
TBT 108 16 F SIM 2 pulmdes Multicavit. 6m
TBT 113 35 F SIM 1 pulméao NAO 6m
TBT 150 20 M SIM 1 pulméo ND 6m
TBT 153 50 F SIM 1 pulméao 4cm Om a 6m
TBT 154 21 M SIM 1 pulméo >4cm 6m
TBT 155 22 M SIM 1 pulméao 4cm Om a 6m
TBT 156 21 M SIM 1 pulméo 4cm Om a 6m
TBT 157 72 M SIM 1 pulméao ND Om a 6m
TBT 158 40 M SIM 1 pulméo SIM Om a 6m
TBT 163 43 M SIM 2 pulmbes ND Om a 6m
TBT 164 49 F SIM ND ND Om a 6m
TBT 166 41 M SIM ND ND Om a 6m
TBT 167 37 M SIM ND SIM Om a 6m
TBT 168 26 F SIM ND ND Om a 6m
TBT 171 45 M NAO ND SIM 6m
TBT 172 45 F SIM 1 pulméao ND 6m
TBT 108 16 F SIM 2 pulmdes Multicavit. 6m

ND — Néao Disponivel

Tabela 2- Caracterizacdo, tempo de tratamento e dados clinicos dos pacientes com tuberculose

pulmonar, estudados quanto a producao de citocinas e quimiocinas em cultura.

PACIENTES IDADE SEXO VACINACAO PPD LESOES CAVIDADES TEMPO DE
COM BCG (mm) PULMONRES TRATAMENTO
(meses)
TBA 45 55 M NAO X 1 pulméao SIM Om
TBA 47 27 M SIM X ND ND Oom
TBA 70 33 M NAO X 1 pulméao ND Om
TBA 91 46 M NAO X 2 pulmdes ND Oom
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TBA 151
TBA 158
TBA 161
TBA 162
TBA 164
TBA 165
TBT 113
TBT 154
TBT 155
TBT 156
TBT 157
TBT 158
TBT 162
TBT 164
TBT 171
TBT 172

73 M NAO
40 M SIM
40 M SIM
30 M SIM
49 F SIM
30 M ND
35 F SIM
21 M SIM
22 M SIM
21 M SIM
72 M SIM
40 M SIM
30 M SIM
49 F SIM
45 M NAO
45 F SIM

X X X X X X X X X X X X X X X X

1 pulméao
1 pulméo
ND
1 pulméo
ND
1 pulméao
1 pulméao
1 pulméo
1 pulméao
1 pulméo
1 pulméao
1 pulméo
1 pulméao
ND
ND
1 pulméo

ND
SIM
ND
4cm
ND
4cm
NAO
>4cm
4cm
4cm
ND
SIM
4cm
ND
SIM
ND

Om
Oom
Om
om
Om
Oom
6m
6m
6m
6m
6m
6m
6m
6m
6m

6m

ND — Nao Disponivel

Tabela 3 - Classificacdo da tuberculose pulmonar de acordo com a National Tuberculosis Association

(1961).

CLASSIFICACAO LESOES* CAVIDADES* ENVOLVIMENTO
PULMONAR
Minima LesBes com N&o apresenta Envolve uma
densidade leve a cavidades visiveis pequena parte do
moderada apice de um ou
ambos os pulmdes
Moderada LesBes disseminadas Poucas cavidades Pode atingir um
de densidade leve a com volume até 4 cm terco de um ou
moderada ambos os pulmdes
Severa Lesdes disseminadas Cavidades Pode envolver

de densidade
moderada

disseminadas com
volume maior do que

4 cm

grande parte de um
ou ambos os

pulmdes

* aspecto na radiografia



Tabela 4 - Dados dos individuos controles, estudados quanto a producao de

quimiocinas no plasma.

VACINACAO COM

PACIENTES IDADE SEXO BCG PPD (mm)
CS72 29 M SIM 8mm
Cs 77 44 M SIM Oomm
CS 80 25 F SIM Oomm
cs 81 33 F SIM Oomm
CS 98 26 M SIM Oomm
CS 104 23 F SIM Oomm
CS 110 18 F SIM Oomm
CS 118 23 F SIM Oomm
CS 119 20 M SIM Oomm
CS 123 21 F SIM ND
CS 124 22 F SIM 1mm
CS 128 22 F SIM Oomm
CS 129 21 M SIM 5mm
CS 130 24 F SIM 2mm
CS 131 25 F SIM ND
CS 132 23 F SIM Oomm
CS 135 22 M SIM ND
CS 136 21 F SIM Oomm
CS 138 21 F SIM Oomm
CS 139 19 F SIM Oomm
CS 142 20 F ND ND
CS 143 22 F ND ND
CS 145 21 F SIM 8mm
CS 146 23 F SIM Oomm
CS 147 22 M ND 7mm
CS 149 22 F SIM 4mm
CS 150 35 F SIM 2mm
CS 151 25 M SIM 4mm
CS 152 23 F SIM ND
CS 153 21 F SIM ND

ND — Nao Disponivel

Tabela 5 - Dados dos individuos controles e contatos,

estudados quanto a producédo de citocinas e quimiocinas em

cultura.
INDIVIDUOS IDADE SEXO VACINACAO PPD
COM BCG (mm)
CS 98 23 M ND omm
CS 133 22 M SIM 12mm
CS 134 20 M SIM 11mm
CS 118 23 F SIM omm
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CS 139 19 F SIM Oomm
CS 140 21 F SIM 10mm
CS 149 22 F SIM 4mm
CS 150 35 F SIM 2mm
CS 154 31 F SIM 13mm
CS 157 23 F SIM 12mm
CS 161 24 F SIM Omm
CS 162 25 M SIM Omm
CS 164 23 F SIM Oomm
CT 95 26 F SIM ND
CT 87 36 F SIM ND
CT 94 18 F SIM ND
CT 144 40 F SIM ND
CT 163 23 F ND ND

ND — Néao Disponivel

3.2. COLETA DAS AMOSTRAS SANGUINEAS

Para coleta de sangue periférico de pacientes e controles foram utilizados
tubos vacutainer com heparina. O volume de sangue coletado foi diluido 1:2 (vol/vol)
em salina tamponada fosfatada (PBS) estéril, a separacdo do plasma e das PBMC
dos demais componentes sanguineos foi realizada por gradiente de densidade em
Ficoll-Pague Plus (Amersham Bioscience, Uppsala, Sweden), através de
centrifugacédo por 30 minutos, a 2000 rotacdes por minuto (rpm) e a temperatura
ambiente. Em seguida os plasmas foram coletados e congelados em freezer -70 °C
até o uso. A camada de PBMC também foi coletada e submetida a duas lavagens
(13 1800 rpm/4 °C/ 10 min.; 22 1500 rpm/ 4 °C/ 10 min.) em PBS estéril e em
seguida foi realizada a contagem em camara de Neubauer. Durante o processo de
contagem foi avaliada também a viabilidade das células através da coloragdo com
Trypan blue (BDH Chemicals Ltd, England). Assim foram aliquotadas 10" células/ml
em uma solucédo de 90% de soro fetal bovino (Gibco, Grand Island, NY, USA) mais
10% de DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) em criotubos de 1,8 ml (Nunc,
Roskilde, Denmark), congeladas por um dia no freezer a — 70°C e preservadas em

nitrogénio liquido até o momento de realizac&o das culturas.
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3.3 EXTRACAO DE QUIMIOCINAS NO PLASMA HUMAMO

Os plasmas congelados em freezer -70 °C foram descongelados e
processados para correta avaliacdo dos niveis de quimiocinas no plasma. De acordo
com Rot e Andrian (2004), agucares sulfatados de glicosaminoglicanas (GAG)
podem se ligar as quimiocinas, dificultado a mensuracdo dessas proteinas no
plasma. Desse modo as amostras de plasma foram submetidas a extracdo de
guimiocinas ligadas aos GAGs. As amostras de plasma foram diluidas (1:2) na
solucdo de processamento contendo &cido trifluoroacético 1,2% e cloreto de sodio
1,35M, em seguida foram centrifugadas a 10.000 rpm por cinco minutos a 4° C. Os
sobrenadantes dessas amostras foram coletados e diluidos (1:4) na solucdo de
Neutralizing Mix (0,5 ml de NazPO4. 12H,0 1M pH 7,4 + 0,45ml NaOH 1M + 0,05ml
de Phenol Red + 50ml de H,0), posteriormente foram adicionados em cada amostra
10pl de BSA 10% e finalmente o pH das amostras foi ajustado para 7,4. As amostras

foram entdo congeladas a -20° C.

3.4 CULTURA DE PBMC ESTIMULADAS COM ATIGENOS DO
Mycobacterium. tuberculosis

As células criopreservadas foram descongeladas, lavadas em meio de cultura
e ajustadas para uma concentracéo de 10° células/ml em meio RPMI 1640 (Gibco,
Grand Island, NY, USA). 200ul das células foram cultivadas (2 X 10° células /poco)
em placas de 96 pocos (Millipore, Bedford, MA, USA) em meio RPMI suplementado
com 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, 10
ul/ml de aminoacidos nao essenciais (todos adquiridos de Gibco, Grand Island, NY,
USA) e 10% de plasma humano AB (Hemominas, Juiz de Fora, MG) inativado pelo
calor. Os antigenos recombinantes foram doados pelo Dr. Tom H. E. Ottenhoff, da
Leiden University Medical Center, Holanda, colaborador neste estudo. Os estimulos
para essas culturas foram realizados através dos antigenos recombinantes do M.
tuberculosis ESAT-6/CFP-10 (5ug/ml) e 16-kDa (5ug/ml). As culturas de células

foram mantidas a 37 °C, em estufa com 5% de CO, por 4 dias para deteccdo das
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quimiocinas e citocinas. Os sobrenadantes de cultura foram coletados e

armazenados em freezer -20 °C.

3.5 DOSAGEM DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS ATRAVES DO M ETODO
DE CBA

Foi utilizada a técnica de CBA a fim de se determinar a concentracdo das
citocinas IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6 e IL-10 (nos sobrenadantes de culturas de
PBMC) e das quimiocinas IL-8, IP-10, MCP-1, MIG e RANTES (nos sobrenadantes
de culturas de PBMC e nos plasmas sangliineos)

3.5.1 METODO DE CBA

Para andlise da producdo de citocinas e quimiocinas, os sobrenadantes de
cultura e plasmas sanguineos foram descongelados em banho-maria a 37° C e
centrifugados por 10 minutos a 3700 rpm. Foram utilizados 5ul dessas amostras
para quantificacdo da producédo de quimiocinas. Todos os reagentes usados nesta
etapa foram provenientes dos kits (“Human chemokine — kit I” e “Human Th1/Th2
cytokine kit 11") adquiridos da Becton Dickinson (San Jose, CA, USA). Em cada tubo
com essas aliquotas foram adicionados 20l de diluente G. Posteriormente as
amostras receberam 3ul de cada reagente, para marcar a producdo de cada
quimiocina (IL-8, IP-10, MCP-1, MIG e RANTES) e citocina (IFN-y, IL-2, TNF-a, IL-
10, IL-6 e IL-4), e em seguida foram lavadas com 500ul de reagente F e
centrifugadas a 1300 rpm durante 7 minutos. Em cada tubo os sobrenadantes
provenientes dessa centrifugacdo foram aspirados com bomba de vacuo, restando
aproximadamente 100ul de amostras marcadas. Foram adicionados 18ul de
revelador (reagente B) em cada amostra, para incubacdo a temperatura ambiente
por 1:30h. ApOs esse periodo, as amostras foram novamente lavadas, centrifugadas

e aspiradas nas mesmas condicfes citadas acima. Em cada tubo foram colocados
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100ul de reagente F para leitura no citbmetro de fluxo FACScalibur (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA). Apoés a leitura de padrdes e amostras, os dados
foram analisados no software BD CBA Isotype Analysis (Becton Dickinson, San
Jose, CA, USA), onde os valores foram representados em concentracédo (pg/ml) de

cada quimiocina e citocina.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Para analise de normalidade dos dados foi empregado o teste de
Kolmogorov-Smirnov. Os grupos de dados paramétricos foram comparados através
dos testes "t de Student" e ANOVA, sendo usado em seguida o teste de Tukey. Para
os dados ndo paramétricos e nao pareados foram utilizados os testes de Mann-
Whitney e Kruskal-Wallis, sendo realizado posteriormente o teste de Dunn. Para
analise dos dados nao paramétricos e pareados foi utilizado o teste de Wilcoxon.

Os resultados foram expressos pela média + erro padréao (EP). Valores de p <
0,05 foram considerados indicativos de diferenca estatistica significativa entre os
grupos estudados. A resposta positiva no estudo com os antigenos foi mostrada pela
producédo das citocinas e quimiocinas estimuladas menos a produgcao das amostras
nao estimuladas. As analises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
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4 RESULTADOS

4.1 ESTUDO DOS NIVEIS DE QUIMIOCINAS NO PLASMA HUM ANO

4.1.1 DETECCAO DAS QUIMIOCINAS MIG, IP-10 E IL-8 N O PLASMA DE
INDIVIDUOS CONTROLES E PACIENTES COM TUBERCULOSE

Os niveis de quimiocinas no plasma sanguineo foram obtidos pelo método de
CBA, apos o processamento das amostras a fim de se extrair as quimiocinas ligadas
aos GAGs, e permitir uma real mensuragcao dos niveis dessas moléculas no plasma
de individuos controles sadios vacinados com BCG (CS) e de pacientes com TB
ativa nao tratada (TBA), pacientes com TB sob tratamento (TBST) e de pacientes
tratados (TBT).

As quimiocinas MIG, IP-10 e IL-8 mostraram-se elevadas nos pacientes com
TB ativa, quando comparadas aos demais grupos (Fig. 2). A quantidade dessas
quimiocinas produzidas pelos individuos do grupo controle foi significativamente
menor quando comparadas ao grupo de pacientes com TB ativa, 0os quais ainda nao
haviam recebido tratamento. Foi possivel observar um perfil de resposta
imunoldgica marcante de MIG, IP-10 e IL-8 ao se iniciar o tratamento, visto que 0s
seus niveis diminuiram significativamente em relacdo aos pacientes ndo tratados, e
chegando ao final do tratamento a niveis proximos dos grupos controles. Na Tabela

6 podemos visualizar as médias das concentracdes de MIG, IP-10, e IL-8 no plasma.
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Figura 2 - Concentracdo das quimiocinas MIG (A), IP-10 (B) e IL-8 (C) no plasma de individuos

controles sadios (CS) e pacientes com TB ativa (TBA), sob tratamento (TBST) e pacientes tratados

(TBT), determinada por CBA. As barras horizontais inferiores representam as médias de cada grupo.

* p< 0,05.
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Tabela 6 - Concentragdo média de quimiocinas no plasma de individuos controles sadios (CS), de

pacientes com TB ativa (TBA), de pacientes sob tratamento (TBST) e de tratados (TBT).

Grupos MIG (pg/ml) @ IP-10 (pg/ml) IL-8 (pg/ml)
cS 138,77+ 32,72 11,16 + 4,57 1,499+ 0,20

TBA 793,81 + 206,93 43,02 + 8,92 2,52 +0,36
TBST 293,3" + 57,02 3,58+1,76 1,259 + 0,16
TBT 197,7") + 35,45 3,857+ 1,94 1,28 + 0,15

@ Média + EP. @ p< 0,05 versus TBA.

4.1.2 DETECCAO DE MCP-1 E RANTES NO PLASMA DE INDI ViDUOS
CONTROLES E PACIENTES COM TUBERCULOSE

Em contraste com as outras quimiocinas estudadas os niveis de MCP-1 e
RANTES nos pacientes com TB ativa ndo diferenciaram dos individuos controles,
apresentando-se similares a estes (Fig. 3; Tabela 7). ApGs o inicio do tratamento
também houve uma diminuicdo nos niveis dessas quimiocinas. Apesar de ndo haver
diferenca significativa entre os grupos quanto a producdo de MCP-1, nos pacientes
com TB sob tratamento e nos tratados, os niveis dessa quimiocina diminuiram em
comparacdo com 0s niveis encontrados nos grupos de controles sadios e de
pacientes com TB ativa (Fig. 3A; Tabela 7). RANTES mostrou este perfil de
diminuicao significativa nos grupos sob tratamento (TBST) e tratados (TBT) quando
comparado ao grupo controle. Ocorreu ainda diminuicdo significativa quando
comparados os grupos TBST e TBT com o grupo de pacientes nao-tratados. (Fig.
3B;Tabela?).
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Figura 3 - Concentracdo das quimiocinas MCP-1 (A) e RANTES (B) no plasma de individuos
controles sadios (CS) e pacientes com TB ativa (TBA), sob tratamento (TBST) e pacientes tratados

(TBT), determinada por CBA (Cytometric Bead Array). As barras horizontais inferiores representam

as médias de cada grupo. * p< 0,05.

Tabela 7 - Concentragdo das quimiocinas MCP-1 e RANTES no plasma de individuos controles

sadios (CS), de pacientes com TB ativa (TBA), de pacientes sob tratamento (TBST) e de tratados
(TBT).

Grupos MCP-1 (pg/ml) @ RANTES (pg/ml)

cS 3,47 +0,36 289,14 + 33,427

TBA 5,08 + 1,20 327,66 + 48,89"
TBST 2,72 +0,29 131,7 + 19,81
TBT 3,12+ 0,37 167,57 + 34,70

@ Mmédia + EP."? p<0,05 versus TBST e TBT.

4.1.3 NIVEIS DE QUIMIOCINAS NO PLASMA DE PACIENTES ANTES E
APOS O TRATAMENTO E DURANTE OS MESES DE TRATAMENTO ANTI-
TUBERCULOSE

Dentro da populagdo estudada, os niveis de quimiocinas no plasma foram
dosados em onze pacientes antes de iniciarem o tratamento anti-TB e dosados
novamente ap0s estes mesmos completarem os seis meses de tratamento. Como
observado nos resultados anteriormente mostrados, os niveis de MIG, IP-10, IL-8 e

RANTES diminuiram significativamente na maioria dos pacientes apds o tratamento
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anti-TB. Somente os niveis de MCP-1 ndo mostraram diminui¢ao significativa apos o
tratamento nesses pacientes (Fig. 4).
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Figura 4 - Niveis de quimiocinas no plasma dos mesmos pacientes, dosados antes (TBA) e apds o
tratamento (TBT); n=11 para (A) MIG, (B) IP-10 e (E) MCP-1; n=8 para (C) IL-8 e (D) RANTES.
*p<0,05.
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O grupo de pacientes sob tratamento (TBST) foi composto por cinco
subgrupos, um para cada més de tratamento. Os niveis de quimiocinas no plasma
de individuos sob tratamento foram semelhantes levando em consideracdo cada
més separadamente. As médias + erro padrdo da concentracdo de quimiocinas no

plasma dos pacientes sob tratamento estdo apresentadas na tabela 8.

Tabela 8 - Concentragbes médias de quimiocinas durante cada més de tratamento no grupo de

pacientes com TB sob tratamento (TBST).

Porcentagem de
s MIG IP-10 IL-8 RANTES
Meses de individuos em MCP-1

tratamento tratamento (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)

(totaln=27) @

1més 33% (n=9) 341,95 + 108,44 4,03+2,29" 148+0,08 2,65+0,44 120,12 + 27,95
2 meses 22% (n=6) 452,59 + 180,18 9,52 £7,48 1,67 +0,53 4,00+1,71 180,36 + 65,00
3 meses 15% (n=4) 164,62 £78,93 0,79+0,79 036+0,36 1,89+0,76 139,94 + 77,62
4 meses 15% (n=4) 208,17 + 79,95 0,00+£0,00 4,45+2,23 3,13+1,10 102,47 *+ 26,58
5 meses 15% (n=4) 158,54 + 54,32 0,00 +0,00 1,14+0,38 3,60+0,71 105,09 +19,4

@ Porcentagem de individuos em cada més de tratamento dentro do grupo de pacientes sob
tratamento (TBST); ® Média + EP.

4.2 ESTUDO DA PRODUCAO DE CITOCINAS E QUIMIOCIONAS POR PBMC
APOS ESTIMULO COM ANTIGENOS DO Mycobacterium tuberculosis

4.2.1 PRODUCAO DE CITOCINAS POR PBMC HUMANAS

Através do método de CBA as citocinas IFN-y, TNF-qa, IL-2, IL-6, IL-10 e IL-4
foram avaliadas no sobrenadante de cultura de PBMC humanas apos estimulo com
0s antigenos ESAT-6/CFP-10 e 16kDa.

O antigeno ESAT-6/CFP-10 foi capaz de estimular uma maior produgédo de
IFN-y, TNF-a, IL-2 e IL-6 principalmente pelos pacientes com TB ativa (TBA) em
comparacdo com os demais grupos (Fig. 5 e Tabela 9), principalmente quando
comparados aos individuos do grupo controle sadio (CS) (p < 0,05). O grupo de
individuos que tiveram contato com pacientes TB (CT) quando estimulados com

ESAT-6/CFP-10 também apresentaram maiores niveis de producdo de IFN-y(p <
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0,05), IL-2 (p < 0,05) e IL-6 em relacdo aos grupos de individuos controles sadios
(CS) e de pacientes tratados (TBT). Os grupos CS e TBT tiveram niveis proximos de
producdo dessas citocinas, observado principalmente quanto a producéo de IFN-y, e
IL-6, apds estimulo com o antigeno ESAT-6/CFP-10.

Apos estimulo com o antigeno 16kDa (Fig. 5 e Tabela 9) os grupos estudados

ndo diferenciaram entre si quanto a producao das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-2.
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Figura 5 - Producao das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-2 por PBMC humanas em cultura sob estimulo dos antigenos ESAT-6/CFP-10 (barras em preto) e
16kDa (barras achuradas), dosadas nos individuos controles sadios (CS), nos individuos contatos (CT), nos pacientes com TB ativa (TBA) e nos pacientes

tratados (TBT); * p<0,05.
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Tabela 9 - Producdo média de IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-2 por PBMC em cultura sob estimulo dos
antigenos ESAT-6/CFP-10 e 16kDa, nos grupos de individuos controles sadios (CS), de individuos

contatos de pacientes TB (CT), de pacientes com TB ativa (TBA) e de pacientes tratados (TBT).

Grupos (Estimulo) IFN-y (pg/ml) @ TNF-a (pg/ml) IL-6 (pg/ml) IL-2 (pg/ml)
CS (ESAT-6/CFP-10) 6,00(¢)+ 2 31 1,349 + 0,72 151,00 +111,1  1,66"*+ 0,64
CT (ESAT-6/CFP-10) 23,10 +9,28 2,46 + 1,00 4645 + 254,5 4,92 +1,00
TBA (ESAT-6/CFP-10) 74,37 + 37,13 9,66+1,72 417,9 +123,0 6,69 + 1,24
TBT (ESAT-6/CFP-10) 8,64 + 4,43 2,86 +1,31 130,17+ 95,57 3,31+1,57
CS (16kDa) 5,51+ 2,52 1,09 0,66 164,1 + 70,44 2,04 +1,09
CT (16kDa) 11,0 + 3,80 0,60 + 0,36 97,32 + 59,60 3,94 +1,61
TBA (16kDa) 16,96 + 12,14 2,89 +1,23 278,7 +170,7 3,33+1,91
TBT (16kDa) 12,16 + 5,80 1,67 +1,17 32,12 +21,41 4,01 + 2,29

® Média + EP. ©) p< 0,05 versus TBA; *)versus CT.

A producéo de IL-10 (p<0,05) e IL-4 foi elevada nos grupos de individuos
controles e contatos (CS e/ou CT) em relagdo aos pacientes TB (TBA e TBT) sob
ambos o0s estimulos (ESAT-6/CFP-10 e 16kDa) (Fig. 6 e Tabela 10).
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Figura 6 - Producdo das citocinas IL-10 e IL-4 por PBMC humanas em cultura sob estimulo dos
antigenos ESAT-6/CFP-10 (barras em preto) e 16kDa (barras achuradas), dosadas nos individuos
controles sadios (CS), nos individuos contatos (CT), nos pacientes com TB ativa (TBA) e nos
pacientes tratados (TBT),* p<0,05.

Tabela 10 - Produgdo média de IL-10 e IL-4 por PBMC em cultura sob estimulo dos antigenos
ESAT-6/CFP-10 e 16kDa, nos grupos de individuos controles sadios (CS), de individuos contatos
de pacientes TB (CT), de pacientes com TB ativa (TBA) e de pacientes tratados (TBT).

Grupos (Estimulo) IL-10 (pg/ml) @ IL-4 (pg/ml)
CS (ESAT-6/CFP-10) 6,58 + 2,55 6,79 + 2,29(¢)
CT (ESAT-6/CFP-10) 6,05 + 1,28 21,56 + 2,33
TBA (ESAT-6/CFP-10) 2,46 + 1,14 6,24 + 3,03'*
TBT (ESAT-6/CFP-10) 1,92 +1,10'¢ 4,74 +2,79'*)
CS (16kDa) 22,98 + 7,67 9,91 + 3,16
CT (16kDa) 28,24 +12,17 10,35 + 6,44
TBA (16kDa) 1,46 + 0,88~ 6,33+ 2,35
TBT (16kDa) 2,57 +1,25(¢)+) 5,57 + 4,93

@ Média + EP. p< 0,05 ‘*)versus CT; ") versus CS.
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4.2.2 PRODUCAO DE QUIMIOCINAS POR PBMC HUMANAS

A producgao das quimiocinas MIG, IP-10, IL-8, RANTES e MCP-1 por PBMC
humanas em cultura apos estimulo com os antigenos ESAT-6/CFP-10 e 16kDa
também foi avaliada pelo método de CBA.

As quimiocinas MIG, IP-10, IL-8 e RANTES (Fig. 7 e Tabela 11) mostraram-
se elevadas no grupo dos pacientes com TB ativa (TBA) em relacdo aos demais
grupos, principalmente quando comparadas aos grupos CS (p < 0,05) e TBT (p <
0,05), apods estimulo com ESAT-6/CFP-10. Os niveis de MIG (p < 0,05), IP-10, IL-8
(p < 0,05) e RANTES (p < 0,05) no grupo de individuos contatos (CT) também
foram elevados em relacdo aos grupos CS e TBT sob estimulo do antigeno ESAT-
6/CFP-10. J4 a quimiocina MCP-1(Fig. 8 e Tabela 11) nos grupos de pacientes TB
(TBA e TBT) foi encontrada em baixos niveis em relagédo ao grupo dos individuos
controles (CS: p < 0,05) apds estimulo com ESAT-6/CFP-10.

O antigeno 16kDa (Fig. 7 e Tabela 11) estimulou niveis proximos de MIG e
IP-10 em todos os grupos estudados, além dessas quimiocinas os niveis de IL-8 e
RANTES também néao diferenciaram estatisticamente entre os grupos. Os niveis de
MCP-1(p < 0,05) (Fig. 8 e Tabela 11), quando as PBMC foram estimuladas com
16kDa, mostraram-se elevados nos grupos CS e CT em relacdo aos grupos de
pacientes TB (TBA e TBT).
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Figura 7 - Producéo das quimiocinas MIG, IP-10, IL-8 e RANTES por PBMC humanas em cultura sob estimulo dos antigenos ESAT-6/CFP-10 (barras em
preto) e 16kDa (barras achuradas), dosadas nos individuos controles sadios(CS), nos individuos contatos (CT), nos pacientes com TB ativa (TBA) e nos

pacientes tratados (TBT).*p<0,05.
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Figura 8 - Producdo de MCP-1 por PBMC humanas em cultura sob estimulo dos antigenos ESAT-
6/CFP-10 (barras em preto) e 16kDa (barras achuradas), dosadas nos individuos controles
sadios(CS), nos individuos contatos (CT), nos pacientes com TB ativa (TBA) e nos pacientes
tratados (TBT). * p<0,05.

Tabela 11 - Producdo média de quimiocinas por PBMC em cultura sob estimulo dos antigenos ESAT-
6/CFP-10 e 16kDa, nos grupos de individuos controles sadios (CS), de individuos contatos de

pacientes TB (CT), de pacientes com TB ativa (TBA) e de pacientes tratados (TBT).

Grupos (Estimulo) MIG (pg/ml) @ IP-10 (pg/ml) IL-8 (pg/ml) RANTES (pg/ml) MCP-1 (pg/ml)
CS (ESAT-6/CFP-10) 8,87 *®) 43,08 3,220+1,44 71,19+ 30,1 50,77%®)+ 24,01 300,8 +145,1
CT (ESAT-6/CFP-10) 89,9 +37,13 4,28 +214 152,5 + 51,72 83,39 + 26,56 64,05 +42,11

TBA (ESAT-6/CFP-10)  145,8 +106,9 9,97 +2,91 362,5 + 75,76 119,9 +38,3 0,01*X-)+0,0

TBT (ESAT-6/CFP-10) 19,94"®) + 7,89 2,939+1,61 129,3"+ 63,4 21,54®)+ 14 58 0,91/~)+ 0,91
CS (16kDa) 18,92 +12,11 5,65+2,1 72,79 31,59 29,63 +19,00 1547,0 + 420,5
CT (16kDa) 21,28 +6,08 6,54 + 2,89 174,0 + 109,8 16,38 + 10,03 2097,0 + 745,6
TBA (16kDa) 14,33 +7,15 5,85 + 2,22 309,2 +168,9 71,84 +48,34 789,5/0) + 406,2
TBT (16kDa) 14,45 +9,45 6,12 +2,95 167,7 + 87,72 2,38 +2,38 96,92*)~) + 96,9

@ Mmédia + EP. © p< 0,05 versus TBA; (*)versus CT; versus CS.



66

5 DISCUSSAO

5.1 QUIMIOCINAS PLASMATICAS NA TUBERCULOSE

5.1.1 NIVEIS DE MIG, IP-10 E IL-8 NO PLASMA HUMANO SE
APRESENTARAM AUMENTADOS NOS PACIENTES COM TUBERCULO SE
ATIVA

Devido a complexa resposta imunoldgica desencadeada pelo M. tuberculosis,
ha necessidade de estudos que auxiliem no entendimento da dindmica da resposta
imunolégica contra TB. Existem varios trabalhos visando conhecer a expressédo de
guimiocinas em resposta ao M. tuberculosis in vitro e in vivo, em humanos e em
camundongos (LIN et al., 1998; SADEK et al., 1998; CHIU et al., 2002; SEILER et
al., 2003; OKAMOTO et al., 2005; ALGOOD, LIN e FLYNN, 2005; BADEWA et al.,
2005; ABRAMO et al.,, 2006). Porém, devido a complexidade do sistema de
migracdo de células para o tecido em resposta a infeccdo e a redundancia do
sistema de quimiocinas, torna-se dificil avaliar a contribuicdo individual de cada
proteina (CREVEL et al., 2002).

M. tuberculosis é um forte indutor da expressao de quimiocinas (ALGOOD,
CHAN e FLYNN, 2003). O granuloma presente na resposta imunologica contra M.
tuberculosis, pode ser formado por macrofagos, linfocitos e neutréfilos. Os principais
mediadores do recrutamento dessas células para o local da infeccéo, e formacgéo do
granuloma, sdo as quimiocinas MIG, IP-10 e IL-8 sdo quimiocinas pro-inflamatorias,
as quais participam efetivamente deste processo. A citocina IFN-y induz
mondcitos/macréfagos, células endoteliais, queratindcitos, fibroblastos e neutréfilos a
produzirem MIG e IP-10 (SEILER et al, 2003). Essas quimiocinas atraem
principalmente células T ativadas para o local da infeccéo.

No presente trabalho foram observados niveis elevados de MIG e IP-10 nos
pacientes com TB pulmonar ativa ndo tratada em relacdo aos demais grupos (CS,
TBST e TBT). Nossos achados estdo de acordo com outros trabalhos, como visto
nos estudos de Azurri et al (2005), no qual foram encontrados niveis elevados de IP-

10 no plasma de pacientes com TB ativa quando comparados aos individuos
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controles. Juffermans et al (1999) mostraram altos niveis de IP-10 no soro de
pacientes com TB em relacdo ao soro de contatos sadios ou individuos controles.
Em estudos de Sauty et al (1999) foi visto que células epiteliais bronquicas podem
induzir a expressdo de altos niveis de RNAm de MIG e IP-10, também foi
demonstrado que células epiteliais bronquicas e células recolhidas do lavado
bronco-alveolar de pacientes com TB pulmonar ativa produzem grande quantidade
de IP-10. Abramo et al (2006) mostrou que MIG pode ser um potente biomarcador
para acessar a resposta inicial induzida por IFN-y na TB.

Além disso, nossos resultados mostram que 0s niveis das quimiocinas IP-10,
MIG e IL-8 diminuiram com o tratamento. Azurri et al. (2005) também observaram
diminuicdo de IP-10 apo0s dois meses de tratamento. IP-10 e MIG, embora tenham
sido detectados no plasma, atuam na imunidade celular local, deste modo est&o
envolvidos na quimiotaxia de linfocitos T ativados, amplificando a resposta de células
Th1l no sitio da infeccdo por M. tuberculosis (OKAMOTO et al., 2005). Alessandri et
al. (2006) também relataram niveis plasmaticos de MIG e IL-8 elevados em
pacientes com TB pulmonar ativa em relacdo aos individuos controles, e foi notado
diminuicdo dessas quimiocinas no plasma apos o tratamento contra TB. Porém,
estes mesmos autores ndo observaram diferencga significativa nos niveis plasmaticos
de IP-10, em relacéo aos grupos citados anteriormente.

Lin et al. (1998) mostraram uma elevada expressdo de RNAm para IL-8 em
células do epitélio alveolar humano da linhagem A549, apés 6 dias de infecgdo com
M. tuberculosis. Assim como as quimiocinas MIG e IP-10, foi detectada uma
diferenca significativa nos niveis de IL-8, os quais estavam elevados no plasma de
pacientes com TB ativa em relacdo aos demais grupos. Hasan et al. (2005) também
observaram IL-8 no soro de pacientes com TB pulmonar ativa em quantidades
significativamente mais altas em comparagéo aos individuos controles. Os niveis de
IL-8 também diminuiram significativamente com o inicio do tratamento. Ribeiro-
Rodrigues et al. (2002) mostraram, através da analise de quimiocinas no escarro de
pacientes com TB, diminuicdo na producdo de IL-8 jA& na segunda semana de
tratamento, correlacionando com a diminuicdo do numero de bacilos no escarro apos
cultura. Ainda assim, Kurashima et al. (1997) constataram diminuicdo da quantidade
de IL-8 no lavado broncoalveolar de pacientes com doenca ativa apds o inicio do
tratamento. Hoheisel et al. (1998) ndo conseguiram detectar IL-8 no soro de
pacientes com TB pleural ativa, porém encontraram elevada quantidade da
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guimiocina no liquido pleural desses pacientes, sugerindo uma producéo local dessa
guimiocina no sitio da doenca. Tal fato pode explicar os baixos niveis de IL-8
encontrados no plasma dos grupos estudados quando comparados aos niveis de
MIG e IP-10.

5.1.2 NIVEIS DE MCP-1 E RANTES NO PLASMA HUMANO NAO
DIFERENCIAM ENTRE INDIVIDUOS CONTROLES E PACIENTES COM
TUBERCULOSE ATIVA

Segundo Raja (2004) MCP-1 é uma quimiocina produzida por macréfagos
alveolares humanos na infeccao in vitro com M. tuberculosis. MCP-1 é produzida por
e ao mesmo tempo atuante em mondcitos e macrofagos (CREVEL et al., 2002). M.
tuberculosis induz preferencialmente a produgdo de MCP-1 por mondcitos
(KASAHARA et al., 1994).

Embora Juffermans, et al. (1999) tenham mostrado niveis mais altos de MCP-
1 no soro de pacientes com TB ativa em relacdo aos controles PPD negativos (de
area ndo endémica de TB), nossos dados revelaram apenas um discreto aumento
de MCP-1 no grupo de pacientes com TB ativa (TBA) em relacdo aos individuos
controles sadios. O nivel desta quimiocina nao foi significativamente maior no grupo
TBA quando comparado aos grupos TBST e TBT. Nossos dados estdo de acordo
com outros trabalhos, nos quais os niveis de MCP-1 no soro ou no plasma de
pacientes com TB ativa ndo diferenciaram em relagdo aos individuos controles
sadios (KWIATKOWSKA, ZIEBA e KUZMINSKA, 1999; LEE et al, 2003;
ALESSANDRI et al., 2006). Sadek et al. (1998) mostraram niveis elevados de MCP-
1 no sobrenadante de cultura de macréfagos alveolares humanos infectados com M.
tuberculosis H37Ra, porém foram encontrados baixos niveis de MCP-1 nas culturas
de mondcitos humanos infectados com esta cepa. Em conjunto estes achados
sugerem que niveis de MCP-1 podem estar elevados no local da infec¢do por M.
tuberculosis, mas sdo detectados niveis inferiores dessa quimiocina ao nivel
sistémico.

Gu et al. (1997) mostraram que em camundongos transgénicos onde a
expressdo génica de MCP-1 é controlada pelo MMTV-LRT (mouse mammary tumor

virus long terminal repeat), altos niveis dessa quimiocina correlacionaram com a
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maior susceptibilidade a infeccdo por patégenos intracelulares como Listeria
monocytogenes e M. tuberculosis. Rutledge et al. (1995) observou, em uma
linhagem semelhante de camundongos transgénicos resistentes a infeccdo por L.
monocytogenes, baixos niveis de MCP-1 no soro. De acordo com esses resultados
poderiamos supor que os baixos niveis de MCP-1, nos pacientes com TB ativa
estudados, refletiiam a gravidade da infeccdo, ou seja, o fato desses pacientes
apresentarem TB moderada.

RANTES ¢€ produzida por uma variedade de células e pode-se ligar a um
grande numero de receptores de quimiocinas (CREVEL et al., 2002). Em pacientes
com TB, RANTES foi detectada no lavado broncoalveolar (KURASHIMA, 1997).

A quimiocina RANTES é produzida por varias células, incluindo células T e
macroéfagos, e induz migracdo de células T de memdria, assim como mondcitos e
macrofagos, dois principais tipos celulares vistos no granuloma (CAMPBELLI et al.,
1997). Saukkonen et al. (2002) demonstrou que RANTES compde um grupo de
guimiocinas que desempenham a funcdo de inibir o crescimento intracelular de M.
tuberculosis em macroéfagos alveolares de individuos infectados com HIV. M. bovis
foi capaz de induzir a secrecdo de RANTES mediada por CD40 e dependente de
fluxo de calcio intracelular (MENDEZ-SAMPERIO, 2003). Porém, nossos dados
demonstraram que o0s niveis de RANTES nao diferenciaram entre 0s grupos
controles e os pacientes com TB ativa. No trabalho de Sadek et al (1998) foi
observado que os niveis de RNAmM para RANTES foi fracamente regulado por M.
tuberculosis em fagocitos mononucleares. O nivel de RNAm para RANTES em
células do baco e macréfagos de cobaios aumenta apos a vacinagdo com BCG
(JEEVAN et al.,, 2002; MCMURRAY et al.,, 2005). Esses dados podem explicar
porque os niveis de RANTES estavam elevados nos grupos controles em nosso
trabalho, pois todos esses individuos foram vacinados com BCG. Nossos dados
também estdo de acordo com os achados de Raja (2004), onde os niveis de
RANTES e MCP-1 diminuem com o tratamento. Calleja et al. (1998) sugeriram que
rifampicina ativa o receptor humano de glucocorticéide (hGR - human glucocorticoid
receptor), consequentemente este antibiotico pode atuar como imunNOSSUPressor.
Logo, a diminuicdo dos niveis de RANTES e MCP-1 nos pacientes apoés o inicio do
tratamento, poderia estar sendo influenciada pela acao do tratamento quimioterapico
anti-TB. Em contraste Jaffuel et al. (1999) mostrou que a rifampicina ndo ativou o

receptor de glucocorticoide na linhagem células alveolares A549 e esse antibidtico
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foi incapaz de inibir a expressdo de um gene enddgeno que contem elementos
ativadores do fator nuclear NF-k[3, o qual participa da produgéao de quimiocinas como
RANTES.

Achados sobre a formacédo do granuloma em camundongos indicam que
RANTES é importante em promover a resposta por células Thl, enquanto MCP-1
pode estar envolvido na resposta Th2 (CHENSUE et al., 1999; KARPUS e
KENNEDY. 1997; KARPUS et al., 1997). Tal fato poderia explicar os baixos niveis
de MCP-1 e os niveis elevados de RANTES encontrados neste estudo. Olleros et al.
(2005) mostraram que a susceptibilidade a infecgcdo por BCG de camundongos
TNF/linfotoxina-alfa (-/-), poderia estar relacionada a deficiente inducao sistémica de
RANTES, a uma deficiente resposta imunolégica sistémica de células Thl, e a uma
reducdo na atividade enzimatica da oxido nitrico sintase, porém os niveis de MCP-1

nao estavam reduzidos neste caso.
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5.2 CITOCINAS E QUIMIOCINAS PRODUZIDAS APOS ESTIMUL O COM
ANTIGENOS DO Mycobacterium tuberculosis

5.2.1 RESPOSTA AO ANTIGENO ESAT-6/CFP-10 EM PACIEN TES COM
TUBERCULOSE ATIVA LEVOU A PRODUCAO DE IFN- y, TNF-q, IL-6 e IL-2

A infeccdo por M. tuberculosis resulta na inducdo de um grande numero de
citocinas, e o conjunto dessas mostram ser essenciais para o controle da doenca,
enquanto outras podem ter efeitos danosos ao hospedeiro, contribuindo para a
patologia da TB (FLYNN, 2004).

No presente trabalho os niveis de IFN-y produzidos pelo PBMC de pacientes
nao tratados com TB ativa (TBA), quando estimulados com ESAT-6/CFP-10,
estavam elevados em relacdo aos demais grupos (CS, CT e TBT). Do mesmo modo,
Tavares et al. (2007) observaram que PBMC de pacientes com TB ativa produziram
maiores niveis de IFN-yem cultura quando estimulados com o antigeno ESAT-
6/CFP-10, em relacdo aos individuos controles PPD negativos. O IFN-yé uma
citocina essencial para resposta imunologica contra o M. tuberculosis, visto que a
deficiéncia na expressao dos genes para essa citocina ou para seu receptor pode
causar severidade nas infecgbes por M. tuberculosis (OTTENHOFF et al, 1998).
ESAT-6 e CFP-10 tém sido alvo de muitos estudos nas ultimas décadas, e sao
reportados como antigenos promissores a serem empregados no imunodiagnostico
para TB (TAVARES et al. 2007; TEIXEIRA, ABRAMO e MUNK, 2007). Em humanos,
Pinxteren et al. (2000) observaram que a combinacéo de ESAT-6 e CFP-10, quanto
a producdo de IFN-y, foi eficiente para diagnosticar pacientes com TB pulmonar
ativa, apresentando alta sensibilidade (73%) e especificidade (93%) em comparacéo
a especificidade do PPD (7%). Cardoso et al. (2002) relataram que o antigeno
ESAT-6 induz alta e potente resposta por células T e producdo de IFN-y,
demonstrando sua habilidade em discriminar pacientes com TB ativa de individuos
controles. Goletti et al. (2006) demonstraram que peptideos selecionados a partir
dos antigenos ESAT-6 e CFP-10 obtiveram 70% de sensibilidade e 91% de
especificidade para diagnosticar pacientes com TB ativa, diferenciando-os pela
maior producdo de IFN-y por ELISPOT dos individuos controles PPD positivos e

negativos. Nossos dados também mostraram que o estimulo com ESAT-6/CFP-10



72

no grupo de individuos contatos (CT) foi capaz de induzir niveis estatisticamente
maiores de IFN-y em relacdo aos individuos controles. Tavares et al. (2007)
encontraram 0s niveis mais altos de IFN-y em individuos PPD positivos apos
estimulo com ESAT-6/CFP-10 em PBMC em relacéo ao individuos PPD negativos.

Os dados do presente trabalho também mostraram que os pacientes com TB
ativa (TBA) e os individuos contatos (CT) produziram niveis significativamente
maiores de IL-2 em relagdo aos individuos do grupo controle sadio (CS), quando
estimulados com ESAT-6/CFP-10. IL-2 e IFN-ysdo importantes citocinas
relacionadas com o perfil de resposta Thl e desempenham papel na regulacdo da
resposta antimicobacteriana por disparar a ativacdo e proliferacdo de células T
CD4+ (DERRICK et al.,, 2004). Zang et al. (2006) mostraram que a vacinagao
subcutdanea com ESAT-6/CFP-10 em camundongos BALB/c estimulou a maior
producdo de IFN-y e IL-2 apoOs desafio com cepa de M. tuberculosis H37Rv, em
relacdo aos animais ndo imunizados, porém essa producdo de citocinas foi menor
em comparagao aos camundongos imunizados com BCG. Outros estudos relataram
gue a expressao do gene para IL-2 estava aumentada em individuos com TB ativa
em relacdo aos individuos controles (LAl et al.,, 1997). Millington et al. (2007)
constataram que uma populacéo de células T CD4" produtoras de IFN-y e uma outra
populagdo de células T CD4" produtoras de IFN-ye IL-2, ambas especificas para
antigenos do M. tuberculosis, estavam presentes durante a doenca ativa em
pacientes com TB.

Nossos dados indicam que pacientes com TB ativa (TBA) produziram mais
TNF-a e IL-6 em comparagdo com os demais grupos (CS, CT, TBT) sob estimulo do
antigeno ESAT-6/CFP-10. A citocina TNF-a participa juntamente com o IFN-y na
formacgao do granuloma, o qual limita a disseminacgéo da infecgéo por M. tuberculosis
(VANHAM et al., 1997). Além disso, essas duas citocinas combinadas induzem uma
otima ativacdo de macréfagos. A fagocitose do M. tuberculosis induz a producéo de
TNF-a, IL-12, intermediarios reativos de nitrogénio e a expressao de moléculas co-
estimulatorias. Segundo os achados de Algood, Lin e Flynn (2005), o TNF-a
mostrou-se eficiente em limitar a infeccdo prevenindo a disseminagao dos bacilos,
sendo que estd envolvido na fase inicial da formagdo do granuloma e na

manutencdo de sua estrutura. A inativagdo do TNF-a causou a atenuacédo da



73

apoptose de macréfagos alveolares humanos infectados com a espécie virulenta de
M. tuberculosis H37Rv (BALCEWICZ-SABLINSKA et al., 1998).

Assim como TNF-q, a citocina IL-6 também desempenha importante papel na
TB, podendo atuar na proliferacdo e ativagdo de células T (HOLSTI e RAULET,
1989). Porém, o papel da IL-6 na resposta imunolégica frente ao M. tuberculosis
ainda é controverso. Na infec¢éo via aerosol com M. tuberculosis em camundongos
deficientes em IL-6 foi observado um aumento precoce na carga bacteriana com
atraso simultdneo na inducéao de IFN-y (SAUNDERS et al, 2000). Alguns trabalhos
mostraram que esta citocina pode ser importante para inducdo de uma imunidade
protetora do tipo Thl durante a infec¢cdo experimental com M. avium (APPELBERG
et al., 1994) e M. tuberculosis (LADEL et al., 1997). Por outro lado, Rincon et al.
(1997) relataram que IL-6 pode estar envolvida na geracdo de um resposta do tipo
Th2, estimulando células T CD4" a secretarem IL-4. Segundo Lee et al. (2006)
antigenos especificos do M. tuberculosis (MTB12 ou CFP-2) podem induzir a
expressao de IL-6 e TNF-a em macrofagos de pacientes com TB.

No trabalho de Fox et al. (2007) foi observado, quanto a producdo de IFN-y
por ELISPOT, que tanto os pacientes com TB ativa e quanto os contatos respondem
para o antigeno ESAT-6, porém quando a estimulagdo ocorreu combinada ao CFP-
10 a porcentagem de pacientes com TB ativa respondendo a esses antigenos
aumentou em relacéo aos individuos contatos. A partir de seus dados, esses autores
sugeriram que o antigeno CFP-10 foi principalmente requerido para detectar TB
ativa. Este fato pode explicar porque, no presente trabalho, o grupo de pacientes
com TB ativa (TBA) produziu maiores niveis de IFN-y, TNF-a e IL-2 quando
estimulados com ESAT-6/CFP-10 que os individuos contatos com pacientes TB
(CM).

De acordo com os nossos dados, apds o tratamento quimioterapico contra a
TB, as células do sangue periférico estimuladas com o antigeno ESAT-6/CFP-10
mostraram uma diminuicdo nos niveis das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-2 em
relacdo as células dos pacientes com TB ativa (TBA). Os niveis das citocinas
estudadas no grupo TBT se mostraram reduzidos, prOximos aos niveis vistos no
grupo de individuos controles sadios (CS). Segundo Ribeiro-Rodrigues et al. (2002)
as células obtidas no escarro de pacientes com TB apdés o tratamento

antimicobacteriano, também apresentaram niveis reduzidos de IFN-y e TNF-a e
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reducdo do numero de bacilos, em comparacdo com os pacientes néo tratados. O
intimo contato entre as células do escarro, os bacilos e seus produtos poderiam
explicar a correlagdo desses resultados com os encontrados em nossas culturas
estimuladas com os antigenos M. tuberculosis. Nos estudos de Pathan et al. (2001)
foi observado que células T CD4" especificas para ESAT-6 secretoras de IFN-
y diminuiram em pacientes com TB apds o tratamento quimioterapico, segundo 0s
autores este fato poderia ocorrer devido a diminuicdo da carga antigénica a partir do
tratamento. Nicol et al. (2005) encontraram niveis aumentados de IFN-y por
ELISPOT em resposta ao PPD e ESAT-6 apds um més de tratamento em criancas
com TB, e esses niveis diminuiram apos trés e seis meses de tratamento
guimioterapico. A secrecdo de proteinas especificas do M. tuberculosis, como o
ESAT-6 e CFP-10, requer bacilos viaveis e metabolicamente ativos, logo as células
produtoras de IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-2 especificas para ESAT-6/CFP-10 poderiam
estar presentes em alta freqiiéncia durante a fase de ativa replicacdo bacteriana, o
gue nao aconteceria com o0s pacientes tratados.

Sob estimulo com o antigeno ESAT-6/CFP-10 as culturas de PBMC de
pacientes com TB ativa (TBA) apresentaram elevada produc¢ao de IFN-y, TNF-qa, IL-6
e IL-2 em comparagdo com o0s demais grupos, principalmente em relacdo aos
individuos controles sadios (CS). E ainda nessas culturas a producdo dessas
citocinas diminuiu apos o tratamento (nos pacientes TBT). Portanto, mais uma vez
podemos sugerir que a maioria dos nossos pacientes com TB apresentavam
tuberculose moderada (de acordo com a classificagdo proposta pela National
Tuberculosis Association, 1961), pois mostraram comprometimento de um pulméao e
com cavidades menores que quatro centimetros, e suas células T ndo apresentam
imunossupressdo aos antigenos do M. tuberculosis, proporcionando resposta no

inicio da doenca.
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5.2.2. A PRODUCAO DE IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-2 NAO DIFERENCIOU ENTRE
PACIENTES COM TUBERCULOSE ATIVA E INDIVIDUOS CONTRO LES SOB
ESTIMULO COM O ANTIGENO 16kDa

Quando as culturas de PBMC foram estimuladas com o antigeno 16kDa, os
grupos estudados nédo diferenciaram quanto a producao das citocinas IFN-y, TNF-a,
IL-6 e IL-2. O mesmo nao ocorreu quando os grupos estudados foram estimulados
com ESAT-6/CFP-10. Recentemente o antigeno ESAT-6 tem sido referido como
identificador da infeccdo por M. tuberculosis, mas pouco efetivo para detectar TB
latente, enquanto que o antigeno 16kDa foi sugerido como um potente marcador
para individuos na fase de laténcia da infecgcdo micobacteriana (DEMISSIE et al.,
2006). No entanto, outros trabalhos mostram que os antigenos ESAT-6 e CFP-10
podem ser eficazes para diagnosticar pacientes com TB latente (ANDERSEN et al.,
2007; PORSA et al., 2007; HILL et al., 2005). Conforme os nossos dados, apesar de
ndo haver diferenga estatistica, o antigeno ESAT-6/CFP-10 estimulou uma maior
producdo IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-2 em relacdo ao antigeno 16kDa no grupo dos
individuos contatos. Davidow et al. (2005) observaram niveis maiores de anticorpos
contra ESAT-6 em pacientes com TB latente em relacdo aos niveis de anticorpos
contra 16kDa.

Quando estimulados com 16kDa os pacientes com TB ativa (TBA) também
apresentaram baixos niveis das citocinas IFN-y, TNF-qa, IL-6 e IL-2 em relacdo ao
estimulo com o antigeno ESAT-6/CFP-10 neste mesmo grupo. Isso pode ser
explicado pelo antigeno 16kDa ser altamente expresso em condi¢cdes adversas para
0 M. tuberculosis observadas durante o periodo de laténcia da doenga. A doenca
ativa foi associada a baixos niveis de anticorpo anti-16kDa e a uma baixa producéo
de IFN-y em reposta ao estimulo 16kDa (WILKINSON et al, 1998). Hu et al. (2006)
observaram em camundongos BALB/c infectados com micobactérias mutantes, nas
guais houve a perda do gene que codifica a proteina 16kDa, o aumento do
crescimento bacteriano nos pulmdes desses animais e ainda 0 aumento no namero
de macroéfagos ativados in vitro infectado com esta mesma micobactéria mutante.
Um rapido crescimento bacteriano e uma resposta imunolégica contra antigenos
ativamente secretados nas fases iniciais desse crescimento, como o ESAT-6 e o
CFP-10, sdo mais comuns no estagio da TB ativa (SORENSEN et al. 1995), o que
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pode ser demonstrado no grupo de pacientes com TB ativa ndo tratada (TBA),

através da maior producao das citocinas estudadas apoés a estimulacédo em cultura.

5.2.3 A PRODUCAO DAS CITOCINAS IL-10 E IL-4 FOI IND UZIDA NA
PRESENCA DOS ANTIGENOS ESAT-6/CFP-10 E 16kDa NOS IN DIVIDUOS
CONTATOS

As citocinas como IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, TGF-B e até mesmo IL-6 s&o
capazes de controlar a infeccdo por M. tuberculosis e podem antagonizar a resposta
do tipo Thl, a qual apresenta um perfil de producdo de citocinas como IFN-y, IL-2,
IL-12, IL-18 e TNF-a, eficientes na resposta contra infec¢cdes causadas por
microrganismos intracelulares (FLYNN e CHAN, 2001a; SCHLUGER, 2001). A IL-10
pode desativar macrofagos, diminuindo a producéo de IL-12 e conseqientemente de
IFN-y, e pode desacelerar a resposta imunolégica contra microrganismos,
prevenindo ou limitando a patologia de uma resposta inflamatoria exacerbada
(TUFARIELO, CHAN e FLYNN, 2003). Esta citocina pode também afetar a migracao
de células dendriticas, presumivelmente por modular a expressdo de receptores
para quimiocinas nessas células (D’AMICO et al., 2000). Do mesmo modo que a
citocina IL-10, a IL-4 também pode interferir na resposta imunolégica do tipo Thl na
infeccdo por M. tuberculosis. A modulacdo funcional de macrofagos e a
diferenciacdo de células T sdo exemplos de fungbBes exercidas pela citocina IL-4
(PALUDAN, 1998). A IL-4 pode inibir a producao de citocinas e quimiocinas como,
IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IP-10 e TNF-a (BAI et al., 2004). A resposta Th2 e IL-4
s80 assuntos controversos na TB, sua deteccdo é variavel e alguns trabalhos tém
indicado que embora exista resposta Th2 na TB, ela é dificil de ser demonstrada.

A partir da analise dos nossos dados os pacientes com TB (TBA e TBT) ndo
apresentaram elevada producédo de IL-10 e IL-4 quando estimulados com os
antigenos ESAT-6/CFP-10 e 16kDa quando comparados aos outros grupos (CS e
CT). Uma possivel explicacdo para este fato € que altos niveis de IL-10 e IL-4 tém
sido detectados em pacientes com TB severa, isto pode refletir o papel regulatério
dessas citocinas na progressao da doenca (ROOK et al., 2004), assim acredita-se

gue este ndo foi o caso dos pacientes estudados no presente trabalho. Alta
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freqiiéncia de células T CD4" e T CD8" expressando IL-4 foi encontrada em
individuos com TB cavitaria, o que também foi associado com o aumento da carga
de bacilos (CREVEL et al., 2000). Camundongos com alta expressdao de IL-10
tiveram aumento da carga bacteriana nos estagios tardios da infeccdo por M.
tuberculosis (TURNER et al, 2002). Bai et al. (2004) através de morfometria
mostraram que a expressao de IL-10 e IL-4 nos pulmdes de pacientes com TB ativa
foi significativamente diminuida em relagdo aos controles sadios. Nos trabalhos de
Hughes et al. (2005) foi observado que 100% dos pacientes com TB estudados
tiveram reposta positiva de células T CD4 para o antigeno ESAT-6 quanto a
producdo de IFN-y, enquanto que somente 4 (25%) e 5 (31,2%) de 16 individuos
tiveram essa mesma resposta quanto a producao de IL-4 e IL-10, respectivamente.

Os niveis de IL-10 e IL-4, nas culturas estimuladas com o antigeno ESAT-6
/ICFP-10, estavam elevados nos individuos controles sadios (CS) e principalmente
nos individuos contatos (CT) em comparacdo aos pacientes TB (TBA e TBT). A
citocina IL-4 teve uma maior producédo no grupo de individuos contatos CT quando
estimulados com o antigeno ESAT-6/CFP-10 em nosso trabalho, assim como
encontrado por Demisse et al. (2006), cuja elevada expresséao de IL-4 foi associada
a forte resposta ao antigeno ESAT-6 nos individuos contatos quando comparados
ao grupo controle sadio. Porém, esses autores correlacionaram este fato a baixa
expressdo de IFN-yno grupo de individuos contatos quando estimulados com tal
antigeno. Isso ndo foi observado em nossos dados, visto que os niveis de IFN-y ndo
estavam diminuidos em relacdo aos niveis de IL-4 e IL-10 nas culturas de PBMC
estimuladas com ESAT-6 /CFP-10 no grupo de individuos contatos (CT).

O antigeno 16kDa também estimulou elevada producao de IL-10 nos grupos
CS e CT, diferenciando-os estatisticamente dos grupos de pacientes TB (TBA e
TBT). Os niveis de IL-4 também estavam elevados nos grupos CS e CT em relagéo
aos pacientes TB (TBA e TBT), porém ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos quanto a producdo desta citocina. Além de se tratar de um antigeno
altamente expresso na fase de laténcia da infeccdo por M. tuberculosis, o 16kDa
também esta presente na cepa vacinal do BCG e em outros tipos de micobactérias
ambientais (YUAN et al.,, 1996; OFTUNG, BORKA e MUSTAFA 1998). Logo, nos
grupos de individuos controles sadios (CS) e de individuos contatos com pacientes
TB (CT) poderia haver uma maior quantidade de células especificas para este



78

antigeno que nos grupos de pacientes TB (TBA e TBT), sendo que os individuos dos
grupos CS e CT sédo provenientes de area endémica, possivelmente apresentam
bacilos latentes, e ainda foram vacinados com BCG. Agrewala e Wilkinson (1998)
observaram a existéncia de clones especificos de células T, no PBMC humano de
individuos PPD+, produtoras de IL-4 para certos peptideos encontrados no antigeno
16kDa, e também encontraram clones especificos de células T produtoras de IFN-y
para outras porcdes peptidicas deste antigeno. No entanto, os autores discutem
gue a vacinacdo com o antigeno total pode gerar uma resposta do tipo Th2 ou até
mesmo a producao de citocinas regulatérias, como a IL-10, e predispor os individuos
a susceptibilidade a TB. A secrecao de citocinas como a IL-4 e a IL-10, as quais
podem ter acdes antagonistas em relagdo as citocinas IFN-y, IL-2, IL-12, IL-6 e TNF-
o, podem garantir um ambiente favoravel a replicacdo e disseminacdo do M.
tuberculosis. Talvez essa fosse uma das fun¢des do antigeno 16kDa, um antigeno
sintetizado durante o periodo de laténcia, o qual assegurasse o balanco entre
citocinas Th1/Th2, poderia garantir a sobrevivéncia de bacilos viaveis durante este

estagio do doenca.

5.2.4 ANTIGENO ESAT-6/CFP-10 ESTIMULOU A PRODUCAO DE MIG, IP-
10, IL-8 E RANTES EM PACIENTES COM TB ATIVA, ENQUAN TO O ANTIGENO
16kDa ESTIMULOU A PRODUCAO DE MCP-1 EM INDIVIDUOS C ONTROLES E
CONTATOS

Um grande numero de quimiocinas como RANTES, MCP-1, MIP-1a, IP-10,
MIG e IL-8, secretadas por macréfagos, neutréfilos e células epiteliais brénquicas,
sdo altamente expressas durante a infecgcdo por M. tuberculosis (SEILER et al.,
2003).

Os grupos de pacientes com TB ativa ndo tratada (TBA) e de individuos
contatos (CT) produziram uma maior quantidade das quimiocinas MIG, IP-10, IL-8 e
RANTES em relacdo aos grupos controle sadio (CS) e pacientes tratados (TBT),
guando suas PBMC foram estimuladas com o antigeno ESAT-6/CFP-10. Este perfil

de producéo foi observado também quanto a producao das citocinas inflamatorias
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IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-2 pelas PBMC quando estimuladas com este mesmo
antigeno, como mostrado anteriormente.

MIG e IP-10 compartiham o mesmo receptor, 0 CXCR3, expresso em
linfocitos T ativados por IL-2, mas ndo em linfocitos T em repouso, sugerindo que
essas duas quimiocinas atraem linfécitos T ativados através desse receptor
(LOETSCHER et al, 1996). Nos trabalhos de Abramo et al. (2006) foi mostrada uma
forte correlacdo entre a producéo de IFN-ye MIG por PBMC humana de pacientes
com TB apos estimulo com antigeno ESAT-6/CFP-10, além disso, esses pacientes
produziram maiores niveis de IFN-ye MIG em relacdo aos individuos controles
sadios. Bai et al. (2004) encontraram niveis de IFN-y e IP-10 aumentados nas areas
inflamatorias do granuloma, em biopsias de pulmdes de pacientes com TB. Segundo
os achados de Chiu et al. (2003), o uso de anti- IFN-y em camundongos influenciou
na deplecédo da expressdao de RNAm para MIG e IP-10, durante a resposta a TB. Os
nossos dados estdo de acordo com esses achados ja que IP-10, MIG e IFN-
y apresentaram o mesmo perfil de producdo pelas PBMC dos grupos estudados
guando estimulados pelos antigenos do M. tuberculosis.

Nossos resultados quanto a producao de IP-10, MIG e IFN-y nas culturas de
PBMC, quando estimuladas com ESAT-6/CFP-10 diminuiram com o tratamento
guimioterapico anti-TB, condizem com os achados de Azzurri et al. (2005), nos quais
os niveis plasmaticos de IP-10 também diminuiram apds o tratamento anti-TB nos
pacientes curados.

A expressdo da quimiocina pro-inflamatéria 1L-8 é fracamente induzida por
IFN-y, mas fortemente estimulada através da producdo de TNF-a e IL-1
(STANDIFORD et al., 1990). Assim como os niveis de TNF-a na cultura de PBMC
estimuladas com ESAT-6/CFP-10, os niveis de IL-8 foram maiores nos grupos TBA
e CT em relacdo aos outros grupos (TBT e CS). O’kane et al. (2007) mostraram que
a inibicdo de TNF-a ou IL-1 anula a producdo de IL-8 em fibroblastos pulmonares
humanos quando cultivados em meio condicionado com mondcitos infectados com
M. tuberculosis. Os autores ainda observaram que niveis exdgenos de IL-8
reduziram a sobrevivéncia desta micobactéria, e a inibicdo da sintese de IL-8 estava
associada com a proliferagcdo intracelular bacteriana. Além disso, Ulrichs et al. (1998)
encontraram niveis de RNAm para IL-8 elevados nas culturas de PBMC de

pacientes com TB em relacdo aos controles sadios estimuladas com ESAT-6.
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Mondcitos sanguineos e macrofagos alveolares infectados com M.
tuberculosis sdo capazes de produzir RANTES, que atrai linfocitos T e
monadcitos/macrofagos, e ainda esta quimiocina pode inibir o crescimento intracelular
do M. tuberculosis (SADEK et al, 1998; SAUKKONEN et al, 2002). Nossos dados
mostram que o antigeno ESAT-6/CFP-10 foi capaz de induzir uma maior producao
de RANTES nos pacientes com TB ativa (TBA) e nos individuos contatos (CT) em
comparacao aos grupos controle e de pacientes tratados (TBT). Stegelmann et al.
(2005) demonstraram que macrofagos infectados com M. tuberculosis apresentavam
expressdo de RANTES somente nos individuos controles, os quais ja tinham sido
previamente expostos a esta micobactéria, isso pode explicar o fato do grupo CT
apresentar niveis de RANTES elevados em relacdo aos controles sadios (CS),
guando estimulados com ESAT-6/CFP-10.

Tratando-se da producao das quimiocinas estudadas em relacdo ao estimulo
16kDa, como visto na producao das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-2, ndo foi
possivel diferenciar os grupos estudados quanto a producédo das quimiocinas MIG,
IP-10, IL-8 e RANTES por PBMC humanas estimuladas com esse antigeno.

A infeccdo de uma linhagem de células alveolares epiteliais humanas com M.
tuberculosis foi capaz de induzir a producdo de MCP-1, sugerindo que o bacilo
estimulou a producdo de quimiocinas em células alveolares epiteliais contribuindo
para a resposta inflamatoria local atraindo monacitos, linfécitos e neutrofilos (TAUB
et al., 1995; LIN et al., 1998). Culturas de PBMC respondendo ao ESAT-6 mostraram
sintese RNAmM para MCP-1, IL-8 e IFN-y(ULRICHS, 1998). Porém, Hasan et al
(2005) mostraram niveis séricos elevados de IL-8, mas ndo MCP-1, em pacientes
com TB ativa (pulmonar e extrapulmonar) em comparacdo com controles de area
endémica vacinados com BCG. Em nossos resultados os niveis de MCP-1 foram
maiores nos grupo CS em relacdo aos demais, quando estimulados com o antigeno
ESAT-6/CFP-10, e foram altamente elevados nos grupos CS e CT em comparagao
aos pacientes com TB (TBA e TBT), quando estimulados com o antigeno 16kDa.
PBMC de pacientes com TB pulmonar mostraram niveis diminuidos de MCP-1 em
relacdo aos individuos saidos PPD+ e aos pacientes com TB cronica, quando
estimulados com PPD ou com antigeno 30kDa proveniente do M. tuberculosis (LEE
et al., 2003). Assim como a producado da citocina IL-10, nas culturas de PBMC, se
apresentou mais elevadas nos grupos CS e CT em relagéo aos pacientes com TB,

guando estimuladas com o antigeno 16kDa, MCP-1 também mostrou 0 mesmo



81

padrdo de producdo. Em estudos genéticos de Flores-Villanueva et al. (2005) foi
observado que pessoas com genétipo para marcante producdo de MCP-1 podem ter
a producdo de IL-12 inibida, em resposta ao M. tuberculosis, aumentando a
probabilidade que a infeccdo progrida para fase ativa. Como discutido
anteriormente, esta relacdo do antigeno 16kDa com a estimulacdo de citocinas como
IL-4, IL-10, e agora com a quimiocina MCP-1 em individuos controles e contatos,
pode favorecer o balanco entre o perfil de resposta Thl/Th2, possivelmente
diminuindo a secrecéo de citocinas e quimiocinas favoraveis a eliminagdo do bacilo,
sendo benéfico para o M. tuberculosis em periodos criticos como o de laténcia.

Os niveis de MIG, IP-10, IL-8 e RANTES produzidos em cultura de PBMC
guando estimuladas com o antigeno ESAT-6/CFP-10 nos grupos de individuos
controles sadios (CS), e de pacientes TB (TBA e TBT) correlacionaram com o0s
dados obtidos através da producdo dessas mesmas quimiocinas dosadas no
plasma. Ja os niveis de MCP-1, produzidos pelas culturas de PBMC estimuladas
com antigenos do M. tuberculosis, ndo correlacionaram com 0s hiveis dessa
guimiocina no plasma nos grupos de individuos controles sadios (CS), e de
pacientes TB (TBA e TBT). Além disso, no plasma os niveis de MCP-1 foram
extremamente menores em relacdo aos niveis dessa quimiocina dosadas em
cultura, o mesmo aconteceu com IL-8 e RANTES. A concentracdo sérica ou
plasmatica de citocinas ndo reflete a producdo dessas em PBMC estimuladas em
cultura com antigenos do M. tuberculosis, por serem duas situa¢fes diferentes
(VANKAYALAPATI et al, 2003). O estudo das citocinas e quimiocinas plasmaticas
reflete a sintese dessas proteinas “in vivo” produzidas durante a doenca. Na cultura
€ criado um microambiente propicio para simular a resposta celular “in vivo” frente
ao patogeno. Porém, este microambiente pode sofrer influéncia de diferentes
variaveis como o tipo de célula, sua quantidade, o antigeno que €& dado como
estimulo, a concentracdo que é usada, os reagentes usados, meios de cultura,
temperatura e tempo de incubacéo, entre outras.

Varios estudos tém sido realizados sobre TB nos ultimos anos. Os
conhecimentos sobre a resposta imunoldgica contra o M. tuberculosis, como esta
evolui durante e ap0s o tratamento, os componentes desta resposta e como eles
interagem entre si sdo fundamentais no auxilio para conter, de forma eficaz, a
disseminacdo da doenca. Muitos elementos do sistema imunolégico, como as

citocinas e as quimiocinas sdo necessarios para uma resposta protetora contra o M.
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tuberculosis. Um entendimento claro da indugcéo dessa resposta € importante para o
progresso das pesquisas em novos metodos de tratamento, diagndstico e vacinas

contra a TB.
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6. CONCLUSAO

Em nosso trabalho foi observado que a producédo plasmatica das quimiocinas
MIG, IP-10 e IL-8 também foi capaz de discriminar pacientes com tuberculose
ativa de individuos controles sadios e de pacientes tratados. Além disso, analise
de quimiocinas plasmaticas pode contribuir para monitoramento do tratamento

guimioterapico anti-TB.

Este € um trabalho pioneiro ao estudar um vasto namero de citocinas (IFN-y,
TNF-q, IL-6, IL-2, IL-10 e IL-4) e quimiocinas (MIG, IP-10, IL-8, RANTES e MCP-1)
na resposta imunoldgica contra TB, principalmente frente ao estimulo 16kDa.

O estudo da producdo de citocinas e quimiocinas na TB contribui para o
entendimento da resposta imunoldgica frente ao patégeno M. tuberculosis. No caso
dos antigenos pesquisados no presente trabalho, ESAT-6/CFP-10 e 16kDa, foi
possivel observar um perfil de resposta imunolOgica interessante nos grupos
estudados. O antigeno ESAT-6/CFP-10 foi capaz de induzir uma maior producao de
IFN-y, IL-2, IL-6, TNF-a, MIG, IP-10, IL-8 e RANTES nas culturas de PBMC de
pacientes nao tratados com tuberculose ativa, em comparagado aos demais grupos. A
producéo dessas citocinas e quimiocinas diante do estimulo antigénico pode refletir
a interacdo entre o organismo hospedeiro e o patdgeno, na qual as células de
individuos doentes produzem moléculas, como as citocinas e quimiocinas, na
tentativa de eliminar a infecgcdo. As PBMC estimuladas com o antigeno 16kDa
produziram maiores niveis de IL-10 e MCP-1 nos individuos contatos com pacientes
TB (CT) em relacao aos pacientes TB (TBA e TBT).

O ensaio citométrico de esferas ordenadas (CBA - “Cytometric Bead Array”)
utilizado neste trabalho ndo € um método de baixo custo. Por se tratar de um kit
capaz de dosar até 200 amostras por vez, limitou um pouco nossos estudos quanto
a diluicdo das amostras, ao uso de mais antigenos, ao tempo de cultura das PBMC e
guanto ao aumento do numero de amostras estudas. Porém o método de CBA é
capaz de quantificar simultaneamente varias substancias em um volume pequeno de
amostra, em um tempo menor, em comparagao com 0s imuonoensaios tradicionais
(MORGAN et al., 2004), e apesar das limitacbes se mostrou eficiente quanto aos

objetivos propostos neste estudo
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Artigo submetido:

- Variations in blood chemokines detected by the cytometric bead array during

tuberculosis treatment.
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Summary

Chemokines recruit and activate leukocytes, assisting granuloma formation in
tuberculosis. We used the cytometric bead array technique to compare blood
chemokines in patients having active tuberculosis (ATB), during treatment (DTB) and
after completing treatment (TTB), to levels in BCG-vaccinated healthy controls (HC).
The chemokines MIG, IL-8, RANTES, IP-10 and MCP-1 were measured in plasma,
serum and in supernatants of PBMC cultures stimulated with the fusion protein
ESAT-6/CFP-10 from Mycobacterium tuberculosis. MIG, IP-10 and IL-8 were
significantly higher in ATB patients in comparison to HC in all sample types,
decreasing to HC levels with anti-TB treatment. Plasma and serum levels of MCP-1
and RANTES in ATB patients were similar to those observed in the HC. MCP-1
levels in DTB and TTB patients diminished slightly only in plasma in comparison with
ATB. RANTES levels in plasma were significantly lower in DTB and TTB patients in
comparison to either HC or ATB, and in PBMC supernatants RANTES levels
decreased in TTB patients. In conclusion active TB is associated with increased
blood levels of MIG, IP-10 and IL-8, and their decline after treatment may reflect an
effect of chemotherapy. The evaluation of blood chemokines may help to monitor

response to treatment in tuberculosis.

Keywords: Tuberculosis; Chemokines; Blood, Treatment, Cytometric bead array
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Introduction

Mycobacterium tuberculosis, one of the most important infectious agents,
causing 2 to 3 million deaths each year,' induces potent chemokine expression.??
Chemokines are a diverse class of small 8-10 kDa chemotactic molecules acting both
as constitutive signals to form secondary lymphoid tissues, and as inducible signals
in response to physiological stress, such as bacterial infections.” The mechanisms of
immune protection against M. tuberculosis are still not totally clear, but it is known
that the production of chemokines is involved in chemoattraction and activation of
leukocytes, and they also aid in the formation of the granuloma.” Tuberculous
granuloma consist of macrophages, dendritic cells, T and B cells, and fibroblasts
surrounding cells infected with the bacteria and containing the dissemination and
growth of the bacillus in the host.”

Monokine induced by interferon-gamma (MIG or CXCL9) and 10kDa protein
induced by interferon-gamma (IP-10 or CXCL10) are related chemokines of the CXC
subfamily. MIG expression has been detected in peripheral blood mononuclear cells
from TB patients after stimulation with the M. tuberculosis-specific fusion protein
antigen ESAT-6/CFP-10 and may be an interesting marker helpful in assessing
downstream responses induced by interferon-gamma (IFN-y).> Mice deficient in
receptors for MIG and IP-10 (CXCR3) had the granuloma formation altered and
delayed when infected with M. tuberculosis.® MIG and IP-10 are both induced in
monocytes/macrophages, endothelial cells, keratinocytes, fibroblasts and
polymorphonuclear neutrophils specifically in response to IFN-[1.>’ Those
chemokines act to recruit T cells, natural-killer cells (NK) and eosinophils to the site
of the inflammation,® inducing cell adhesion to the vascular endothelium via the

CXCR3 receptor,s'g’lo'“
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Interleukin-8 (IL-8) is another important chemokine involved in the
micobacteria-host interaction. It is produced primarily by monocytes/macrophages
and it recruits neutophils, T cells and basophils to the site of infection.'> The
production of IL-8 during M. tuberculosis infection modulates neutrophil and
lymphocyte migration to the granuloma and high levels of IL-8 can be associated with
necrotizing granulomas in lung tissue.*® IL-8 exogenous levels reduced the survival of
M. tuberculosis within macrophages, and inhibition of IL-8 has been associated with
intracellular mycobacterial proliferation.**

Monocytes Chemotactic Protein-1 (MCP-1) and Regulated on Activation of
Normal T cells Expressed and Secreted (RANTES) are involved in the cellular traffic
in TB.>Y™ MCP-1 is produced primarily by monocytes. Besides attracting
monocytes,*® MCP-1 also acts in the traffic of memory T cells and NK cells in vitro.*’
Humam monocytes infected with M. tuberculosis (H37Rv) increased the MCP-1
secretion.’® RANTES can be produced by alveolar macrophages/monocytes and

2 and acts in granuloma formation.*

lymphocytes in M. tuberculosis infection,*
RANTES suppressed intracellular growth of M. tuberculosis in alveolar macrophages,
infected with this bacillus in HIV-positive individuals.

The knowledge of the production of different chemokines in blood of patients
with TB and the effect of anti-TB chemotherapy on the chemokine levels is limited.
Chemokine expression has been characterized by conventional techniques such as
PCR to assess gene expression and ELISA to detect protein. In this work we used
the cytometric bead array (CBA) technique for the simultaneous evaluation of MIG,
IP-10, IL-8, RANTES and MCP-1 concentrations in the plasma, serum and in culture

supernatant of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) stimulated with a fusion

protein of ESAT-6 and CFP-10, which are two specific immunodominant antigens of
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M. tuberculosis.”> We analyzed whether blood chemokine production differed
between tuberculosis patients and BCG vaccinated healthy controls, evaluating also

the effect of anti-TB chemotherapy on blood chemokine levels.
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Materials and methods

Population studied

Patients with pulmonary TB were recruited from the Respiratory Diseases Division of
the Central Public Health Clinic of Juiz de Fora, Juiz de Fora city, State of Minas
Gerais, Brazil. Patients with sputum-positive bacilloscopy or culture-confirmed
disease and who had undergone clinical and chest X-ray examinations, were asked
to participate in the study and to give a blood sample. AIDS, diabetes, hepatitis,
hypertension, pregnancy, and alcoholism were exclusion criteria. For the chemokine
analysis in plasma, 23 patients with active TB were chosen before the beginning of
anti-TB chemotherapy (active TB or ATB group), 28 receiving the chemotherapy for 1
to 5 months (during treatment or DTB group), and 20 who have completed the six
months chemotherapy (treated TB or TTB group). For the chemokine analysis in
serum and PBMC culture supernatants ten patients with active TB and ten treated TB
patients were studied. Forty BCG-vaccinated health controls (HC) were recruited, 30
of those were used for the plasma analysis, 10 for the serum studies, and 13 for the
ESAT-6/CFP-10 stimulated PBMC culture assays. This study was approved by the

Medical Ethics committee of the Federal University of Juiz de Fora (No. 174/2006).

Separation of blood components and culture of PBMC

Serum was separated from whole blood. Plasma and PBMC samples were separated

by density centrifugation on a Ficoll-Plaque Plus (Amersham Bioscienes Uppsala,
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Sweden). All samples were stored at -70°C. Plasma samples were thawed, and
excess proteins were removed by acid/salt precipitation.?> The supernatants were
then adjusted for salt content (0.14 M sodium chloride and 0.01 M sodium
phosphate) at pH 7.4, for the determination of chemokine concentrations.

PBMC were resuspended in 10% DMSO in fetal calf serum (FCS; Sigma,St
Louis, MO), aliquoted into 1.8 ml tubes (Nunc) and frozen stepwise to —70C
overnight and preserved under liquid nitrogen until assayed. Cryopreserved cells
were thawed, washed in medium and adjusted to a concentration of 10° cells per ml
in RPMI 1640 medium (Gibco, Grand Island, NY, USA) supplemented with 2 mM L-
glutamine, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin, 10 pl/ml non-essential
aminoacids and 10% heat-inactivated normal human AB plasma (Hemominas, Juiz
de Fora, Brazil). The cells were added to 96 well plates in a volume of 200 pl (2 x10°
cells/well) and incubated in the presence or absence of recombinant ESAT-6/CFP-10
(5 pg/ml), for 96 h at 37 T in an atmosphere of 5% CO ,, in duplicates. The culture

supernatants were harvested and stored at - 20° C.

Detection of chemokines by Cytometric Bead Array

The cytometric bead array (CBA) technique was performed for the detection of
chemokines in plasma and serum samples, and in PBMC culture supernatants using
the Human Chemokine—I| kit as described by the manufacturer (Becton Dickinson,
San Jose, CA, USA). Briefly, 5ul of each sample was mixed with 20ul of diluent G.
The mixed samples received 3ul of each anti-chemokine reagent to mark the
presence of MIG, IP-10, IL-8, RANTES and MCP-1. After incubation at room

temperature for 1.5 hours, the samples were washed with 500ul of reagent F and
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centrifuged at 1300 rpm for 7 minutes. In each tube supernatants were aspirated with
a vacuum pump, leaving approximately 100ul of marked samples. 18pul of discloser
(reagent B) was then added to each sample, and the samples were incubated at
room temperature for 1.5 hours. After incubation, the samples were centrifuged and
aspirated before addition of 100ul of reagent F, which was the last step before
acquisition and analysis of standards and samples using the FACScalibur flow
cytometer and BD software CBA Isotype Analysis (Becton Dickinson, San Jose, CA,
USA). The positive response to ESAT-6/CFP-10 antigen was obtained by subtracting
the unstimulated culture values from those obtained from cultures stimulated with this

antigen.

Statistical analysis

Data were compared by Kruskal-Wallis test and differences between groups were
assessed using Dunns post-test. For the longitudinal studies before and after TB
treatment, the paired Wilcoxon Test was used. Statistical significance was
considered when p < 0.05. Statistical analyses were performed using GraphPad
Prism 5.0 software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). The results were

expressed as mean = standard error of the mean (Mean + SEM).
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Results

Detection of MIG, IP-10, IL-8, MCP-1 and RANTES in plasma samples of TB

patients

Chemokines MIG, IP-10 and IL-8 (Fig. 1A, 1B, 1C) in plasma samples were
significantly higher in patients with active TB (MIG = 793.81 *+ 206.93 pg/ml; IP-10 =
43.02 £ 8.92 pg/ml; IL-8 = 2.52 £ 0.36 pg/ml) in comparison to the healthy control
group (HC), or to the group studied during the TB treatment (DTB), or in comparison
to the treated TB group (TTB) (p < 0.01). During or after TB chemotherapy levels of
MIG (DTB = 293.3 + 57.02 pg/ml and TTB = 197.7 + 35.45 pg/ml), IP-10 (DTB =
3.58+ 1.76 pg/ml and TTB = 3.85 % 1.94 pg/ml) and IL-8 (DTB = 1,25 £+ 0.16 pg/ml
and TTB = 1,28 £ 0.15 pg/ml) decreased to levels close to those observed in HC
(MIG =138.77 £ 26.7 pg/ml; IP-10 = 11.16 + 4.57 pg/ml; IL-8 = 1.49 + 0.20 pg/ml).

In contrast to MIG, IP-10 and IL-8, levels of RANTES and MCP-1 in plasma of
active TB patients (RANTES = 327.66 = 48.85; pg/ml MCP-1 = 5.08 + 1.22 pg/ml)
were similar to those observed in the healthy controls (RANTES = 289.14 + 33.42
pg/ml; MCP-1 = 3.48 + 0.36 pg/ml) (Fig. 1D and 1E). During TB treatment and after
the completion of 6 months chemotherapy, the plasma levels of RANTES (DTB =
131.7 £19.8 pg/ml; TTB = 167.6 + 34.7 pg/ml) were significantly lower in comparison
to either HC or patients with active TB (Fig. 1D). In patients that received TB
chemotherapy the levels of MCP-1 (DTB = 2.72 + 0.29 pg/ml; TTB = 3.12 = 0.37
pg/ml) decreased slightly in comparison with HC or with ATB (Fig.1E).

Variations in MIG (ATB = 1985 £ 879.3 pg/ml; TTB = 238.8 + 48.11 pg/ml) , IP-

10 (ATB = 26.21 + 7.55 pg/ml; TTB = 2.44 + 1.7 pg/ml), IL-8 (ATB = 1.93 + 0.16
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pg/ml; TTB = 1.15 £ 0.21 pg/ml), MCP-1 (ATB = 2.67 £ 0.42 pg/ml; TTB =3.17 £ 0.38
pg/ml) and RANTES (ATB = 313.6 £ 65.75 pg/ml; TTB = 127.7 + 43.51 pg/ml) levels
before and after treatment were studied in eleven patients from whom plasma
samples were collected over time (Fig. 2). Only MCP-1 levels showed no significant
difference, when the same group of TB patients were compared before and after

treatment (Fig. 2).

Chemokine levels in serum and in PBMC culture super  natants

Since chemokine levels in plasma have generally been shown to be similar during or
after anti-TB treatment (Fig. 1), we decided to use only treated patients (TTB but not
DTB) in the study of chemokines from serum and from supernatants of PBMC

cultures.

The chemokine levels of MIG, IP-10 and IL-8 in serum (Table 1) showed the
same pattern observed in plasma. These chemokines were significantly higher in
active TB patients in comparison to the HC and TTB groups (p < 0.05). Levels of
MIG, IP-10 and IL-8 decreased in serum samples after treatment, as they did in the
plasma, however they did not decline to the HC levels. Levels of MCP-1 and
RANTES in serum were similar in all groups (Table 1).

MIG, IP-10, IL-8 and RANTES levels in supernatants from PBMC cultures
stimulated with ESAT-6/CFP-10 of ATB patients were higher in relation to HC and
TTB. MCP-1 levels in these cultures, in contrast, were increased in healthy controls
in comparison to ATB and TTB groups. The ESAT-6/CFP-10 antigen did not

stimulate MCP-1 production in PBMC cultures of TB patients (Table 1).
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Discussion

The important findings in this work were that MIG, IP-10 and IL-8 levels detected in
plasma, in serum and in ESAT-6/CFP-10 stimulated PBMC cultures from patients
with active pulmonary TB were higher in comparison either with BCG vaccinated
healthy controls or with TB patients after the completion of anti-TB chemotherapy.
Our group showed recently that MIG can be a potent biomarker to access the initial
response induced by IFN-[J in TB, because in human PBMC culture the MIG
production in active TB patients is higher than in healthy controls after stimulation
with ESAT-6/CFP-10.3> The gene expression for MIG was increased in
bronchoalveolar lavage cells of active tuberculosis patients that presented the profile
of Thl immune response in comparison to healthy controls.?® Our data are in
agreement with other works, in which high levels of IP-10 were found in plasma of
patients with active TB.** High levels of IP-10 were also detected in serum of
patients with TB in relation to healthy individuals and contacts.?> Overexpression of
RNAm for IL-8 was observed in human alveolar epithelial A549 cells lineage, after 6
days of infection with M. tuberculosis.?® Cell cultures responding to ESAT-6
presented mRNA transcripts for IL-8 in TB patients not observed in healthy
controls.?” Significantly higher IL-8 concentration was shown in serum of active
pulmonary TB patients in comparison to control individuals.?®

Interestingly, our data in plasma, serum and PBMC culture indicate that MIG,
IP-10 and IL-8 levels decreased with anti-TB treatment. After two months of TB
treatment a decrease of IP-10 was already observed.?* IP-10 and MIG are involved in

chemoattracting activated T lymphocytes and amplifying the local cellular immune
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response in TB infection. High plasma levels of MIG and IL-8 were reported in
patients with active pulmonary TB in comparison with healthy control individuals, and
a decrease of those chemokines in plasma was noticed after anti-TB treatment.?
However, the authors did not observe any significant alteration in IP-10 plasma levels
of TB patients, after anti-TB treatment or in the control group.?® Ribeiro-Rodrigues et
al. (2002) showed, through the analysis of chemokines in sputum of TB patients, a
decrease in the production of IL-8 already in the second week of treatment,
correlating with the decrease of bacilli number in sputum culture. The decrease in IL-
8 levels was verified in bronchial alveolar lavage from TB patients after the initiation
of treatment.®

Various works have shown that the production of cytokines during tuberculosis
can decline after treatment. It has been shown that ESAT-6 induced IFN-[]
production by T cells in tuberculosis patients decreased after treatment.** It has also
been observed that local and sistemic production of IFN-L] can be correlated with
production of MIG and IP-10.%* TNF-1J and IL-1 production influence the production
of IL-8.* Thus the decline in the chemokines measured may be a result of the
reduction of pro-inflammatory cytokines due to successful treatment reducing the
bacterial load.

In the present work, in the supernatants of PBMC cultures stimulated with
ESAT-6/CFP-10 and in plasma samples, the levels of RANTES were increased in
active TB patients and decreased with treatment. It is in agreement with the work of
Raja (2004), where levels of RANTES decreased after treatment. However, RANTES
plasma levels were higher in healthy control individuals than in active TB. RNAm for
RANTES in spleen cells and in macrophages of guinea pigs increased after

vaccination with BCG.***® The BCG vaccination and the frequent exposure to
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environmental mycobacteria could in part explain the high RANTES levels in plasma
of BCG-vaccinated healthy control individuals from an endemic area of TB in this
study.

Higher MCP-1 levels have been shown in serum of patients with active TB in
comparison to controls.? In contrast, our data to MCP-1 levels in serum and plasma
did not show statistical difference between the groups studied. This finding is in
agreement with other works, in which levels of MCP-1 in serum or in plasma of
patients with active TB were not different in comparison to those observed in healthy
controls.?>3® Our results are also in agreement with the work of Hasan et al. (2005)
that showed high IL-8 levels, but not increased MCP-1 levels, in patients with active
TB (pulmonar and extrapulmonar) in relation to controls from an endemic area. In this
study ESAT-6/CFP-10 did not stimulate PBMC from TB patients to produce MCP-1.
PBMC of early pulmonary TB patients presented decreased MCP-1 levels in relation
to healthy tuberculin reactors individuals and chronic refractory TB patients, when
stimulated with PPD or 30kDa M. tuberculosis antigen.®*® High MCP-1 levels have
been correlated in MCP-1 transgenic mice with a higher susceptibility to infection by
Listeria monocytogenes and M. tuberculosis.” Genetic studies by Flores-Villanueva
et al. (2005) indicated that people with high MCP-1 plasma levels show low IL-12
levels in response to M. tuberculosis infection, increasing the the likelihood that
mycobacterial infection will progress to active pulmonary tuberculosis. We may
speculate that the low levels of MCP-1 detected in our TB patients may be
associated with a moderate clinical form of the disease, since the presence of
pulmonary lesions/cavitations in the TB patients studied was low (data not shown).

The chemokines in serum presented increased levels in relation to the plasma

assay. The blood separation for obtaining plasma and serum involves different
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processes. In the serum process blood coagulation occurs in which there is platelet
degranulation and possible chemokine liberation, and this process has less influence
in plasma separation. This can explain in part the high RANTES levels in serum.
Platelets act as reservoirs of some chemokines, such as CCL5/RANTES, stored
within the granules.®

The concentration of cytokines in serum of TB patients may not reflect their
concentration in PBMC cultures stimulated with M. tuberculosis antigens.3® However,
MIG, IP-10 and IL-8 concentrations in plasma, in serum and in PBMC culture
presented similar profiles in the groups we studied. These chemokines were elevated
in the active TB pulmonary disease, and decreased to levels similar to the controls
after anti-TB treatment. They could be important markers for identifying active TB and
for monitoring the treatment. Many elements of the immune system, such as
cytokines and chemokines are necessary for a protective response against M.
tuberculosis. A clear understanding of the induction, functions and modulation of

cytokine and chemokine levels are important for advancing TB control.
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Table 1: Chemokine levels in serum samples and in PBMC culture supernatant

stimulated with ESAT-6/CFP-10 of healthy controls (HC), active TB patients (ATB)

and treated TB patients (TTB).

Groups MIG IP-10 IL-8 RANTES MCP-1
(pg/ml) @ (pg/mi) (pg/mi) (pg/ml) (pg/ml)
HC (serum) 601.2M© 41387  156.8P9+147 29PO+014 2291+93.17 23.6+85
ATB (serum) 2198 +231.7 589.8 +124.6 34.6 +10.2 2341 +82.8 20.2+56
TTB (serum) 1134® +220.6 269.4®) +53.2 10.0® +3.33 2500 +0.00 43.6 +14.2
HC (PBMC) 8.9 +3.08 32®+14 484 +212 507%+24.0 300.8+145.1
ATB (PBMC) 145.8 +106.8 10.0+2.9 313.1+76.2 119.9+38.3 0.0 +0.0
TTB (PBMC) 19.9®+79 29"+16 129.3"+63.4 21.5%+14.6 0.99+0.9

“Mean + SEM. ® p< 0,05 versus ATB; “ versus TTB, “versus HC.
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Legends

Figure 1: MIG (A), IP-10 (B) , IL-8 (C), RANTES (D) and MCP-1 (E) detected in
plasma of patients with active TB (ATB), in patients receiving TB treatment (DTB), in
patients after completion of 6 months TB treatment (TTB), and in plasma BCG-
vaccinated healthy controls (HC) determined by the cytometric bead array (CBA). * p

< 0.05.
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Figure 2: Longitudinal study of plasma chemokines in TB patients before (ATB) and
after the completion of 6 months treatment (TTB). n = 11 for MIG, IP-10 and MCP-1,

n = 8 for IL-8 and RANTES. * p < 0.05.
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Figure 2
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