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RESUMO

Mycobacterium tuberculosis (MTB) € um exemplo classico de patégeno para o qual a
resposta protetora depende da imunidade celular do tipo Th1, que é caracterizada
pela presenga de linfécitos T CD4" produtores de IFN-y. Essa citocina ativa
mecanismos microbicidas no macréfago infectado, levando a eliminacdo do bacilo.
Evidéncias sugerem que a progressdo para a tuberculose esteja relacionada a
presenca de mecanismos imunossupressores mediados por citocinas e por células T
reguladoras. Acredita-se que a presenca de helmintiase intestinal possa prejudicar o
desenvolvimento de uma resposta adaptativa capaz de conter ou eliminar o MTB,
tornando assim o individuo susceptivel ao adoecimento. Para aquilatar a influéncia
da infeccao por helmintos intestinais na resposta celular durante a tuberculose
pulmonar, neste trabalho, foram avaliados os perfis quantitativo e fenotipico de
populagbes celulares de sangue periférico e o padrdo de citocinas em culturas de
sangue total estimuladas com antigenos de MTB, em pacientes portadores de
tuberculose pulmonar apresentando ou ndo helmintiase intestinal no momento do
diagnéstico e durante a terapia antituberculose. Para isso, foram arrolados 53
pacientes com diagnéstico recente de tuberculose pulmonar. Desses, 26% eram
portadores de pelo menos uma espécie de helminto intestinal. Pacientes com
tuberculose pulmonar apresentaram uma reducdo significativa nos numeros de
linfécitos T CD8", células NK e NKT. Os individuos com helmintiase intestinal
associada a tuberculose apresentaram uma maior freqiéncia de células T
reguladoras, com ambos os fenétipos CD4*CD25™'%" e CD4*CD25""“"Foxp3*. Além
disso, os resultados sugerem que a presencga de infeccdo por helmintos intestinais
tenha induzido um estado de hipoergia em pacientes portadores de tuberculose
pulmonar, uma vez que esses pacientes apresentaram concentracées menores das
citocinas IL-2, TNF-a, IL-4, IL-5 e IL-10 nos sobrenadantes de culturas em relagéo
as concentragdes encontradas no grupo TB e no grupo controle. Portanto, os
resultados desse trabalho sugerem que a presenga de infeccdo por helmintos
intestinais tenha um impacto negativo na resposta imunitaria a tuberculose em

pacientes portadores de tuberculose pulmonar.

Palavras-chave: tuberculose, helmintiase intestinal, imunidade celular.



ABSTRACT

The protection against Mycobacterium tuberculosis (MTB) depends on a cell-
mediated Th1 type-immune response. This response is characterized by IFN-y
production by CD4" T cells, which activates macrophages to enhance microbicidal
mechanisms leading to the bacillus’ eradication. Factors related to tuberculosis
resistance or susceptibility are not completely understood. There are evidences
suggesting that the progress to active disease is related to immune downregulation
caused by suppressors cytokines and regulatory T cells. It is believed that the
association with helminth infection can disturb the protective immune response that
should contain or eliminate MTB. Here, we investigated the role of intestinal helminth
infection on M. tuberculosis specific immune response during active pulmonar
tuberculosis in patients with associated tuberculosis and intestinal helminth infection
at the time of diagnosis and during tuberculosis therapy. Quantitative and phenotypic
analyses of peripheral blood cells populations were performed and the MTB-
stimulated whole blood culture cytokines production was evaluated. Fifty-three
patients with newly diagnosed tuberculosis were enrolled for this study. Twenty-six
percent of these patients were infected with at least one intestinal helminth (TB +
HELM patients). Patients with pulmonary tuberculosis presented a significant
reduction in the numbers of TCD8+, NK and NKT cells. Patients with both intestinal
helminth infection and tuberculosis presented higher frequency of regulatory T cells,
of both phenotype CD4*CD25™%" and CD4*CD25""“"Foxp3*, as compared to TB
group, to HELM group, and to control group. In addition, the results suggest a
hipoergy status in TB + HELM patients because the production of the cytokines IL-2,
TNF-a, IL-4, IL-5 and IL-10 decreased in whole blood culture of these patients as
compared to both TB patients and healthy controls. The data from this study
indicated that the associated intestinal helminth infection has a negative impact on

immunity to tuberculosis in patients with tuberculosis.

Keywords: tuberculosis, intestinal helminth infection, cellular immunity.
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Introdugéao

1 INTRODUCAO

1.1 A Tuberculose

Causada pelo Mycobacterium tuberculosis, a tuberculose é uma das principais
causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo, especialmente na Africa e na
Asia. A Organizacdo Mundial da Salde estima a ocorréncia global em 2006 de 9,2

milhdées de novos casos e 1,7 milhdes de mortes por tuberculose (WHO, 2008).

Nimero estimado de novos

. » casos TB (todas as formas)
0-999
10009999
1000099999
100 000099 999
1 000 000 or more
No estimate

Figura 1 — NUumero estimado de novos casos de tuberculose (todas as formas), por pais, em 2006.
Fonte: WHO, 2008.

O Brasil ocupa a décima sexta posi¢cdo dentre os vinte e dois paises responsaveis
por 80% de todos os casos de tuberculose no mundo, com uma taxa de prevaléncia
de 55 casos por 100.000 habitantes. Em 2006, foram diagnosticados 94.000 novos
casos, 0 que resulta em uma taxa de incidéncia de 50 casos por 100.000 habitantes.
A mortalidade relatada neste mesmo periodo foi de 7.600 ébitos (WHO, 2008). No
Estado do Espirito Santo foram notificados 1.301 novos casos em 2004, perfazendo
uma incidéncia anual de 39,4 casos por 100.000 habitantes, para todas as formas de
tuberculose. A incidéncia média do Estado estd, portanto, abaixo da média nacional
e da regiao Sudeste, que € de 53 casos por 100.000 por ano (BRASIL, 2006).
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Descoberto em 1882 pelo cientista alemao Robert Koch, o M. tuberculosis € um
bacilo aerdbio estrito, mas que possui a capacidade de se multiplicar em ambientes
com baixa quantidade de oxigénio. Essa espécie é imével, ndo forma esporos e
apresenta um tempo de geracdo longo, de aproximadamente 18 horas, em
temperaturas proximas a 37°C. Compartilha com outros membros do género
Mycobacterium uma parede celular de composicdo Unica, formada por 60% de
lipidios, incluindo lipoarabinomananas (LAM) e &cidos micolicos, o que o torna
resistente ao tratamento com varias substancias como alcalis, acidos, anti-sépticos e
um amplo espectro de antibidticos. Tal caracteristica é explorada pela técnica de
coloracao de Ziehl-Neelsen, na qual ocorre a retencéo de fucsina basica mesmo na
presenca de 4alcool-acido, conferindo-lhe a denominagdo de bacilo alcool-4cido
resistente (BAAR) (COLLINS; KAUFMANN, 2001; NORTH; JUNG, 2004).

glicolipideos

lipoarabina
manano

acidos micalicos

arabinogalactano

regido de ligagao

peptideoglicano

RN DTN St W S
AA8854 & () ALLELLAVRLELELELLELIULEELEA () - clovesmaics

Figura 2 — Micrografia eletrénica do M. tuberculosis (quadro a esquerda). O quadro a direita exibe
esquematicamente os principais constituintes da parede celular do género Mycobacterium.
Fonte: www.cbc.ca/story/science/national/2006/03/17/tb-who060317.html

O M. tuberculosis é considerado um patégeno intracelular facultativo por sobreviver
e multiplicar-se no interior de macréfagos e outras células fagociticas. Seu tempo de
geracao longo é responsavel pela demora normalmente observada em sua deteccao

em meios de cultura e na acao das drogas utilizadas no tratamento.

A pesquisa bacterioldgica ainda € o método escolhido, quer seja para o diagnéstico,
quer seja para o controle da eficacia do tratamento da tuberculose. Esse mesmo
método permite também a identificacdo da principal fonte de transmissdo da
infeccao: o paciente bacilifero. O diagnéstico da tuberculose pode ser realizado por

meio da pesquisa dos bacilos em amostras de espécimes clinicos (escarro, liquor,
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lavado bronco-alveolar, liquido pleural, linfonodos, etc) através de exame
microscépico (baciloscopia) ou através do isolamento dos mesmos em cultura.
Apesar de a baciloscopia ser a forma mais rapida, simples e menos onerosa para se
diagnosticar a tuberculose, sua sensibilidade é baixa, visto que apenas entre 40% e
60% dos casos de doenga pulmonar sdo detectados por esse método. Por outro
lado, a cultura convencional em meio sélido tem sensibilidade e especificidade
superiores as da baciloscopia, mas requer de 3 a 6 semanas para a detecgédo dos
casos positivos. Entretanto, a cultura é ainda o unico recurso bacteriologico
disponivel para analise fenotipica de resisténcia a drogas antituberculose e como
fonte de material biolégico (cepas) para estudos de epidemiologia molecular (GARG
et al., 2003).

Desde o final da década de 70, os regimes terapéuticos antituberculose passaram a
incluir as drogas isoniazida, rifampicina, pirazinamida, etambutol e estreptomicina,
de forma combinada, em razdo de suas caracteristicas antimicrobianas e
farmacoldgicas (COLE; TELENTI, 1995). Atualmente no Brasil, sdo recomendados
pelo Ministério da Saude quatro esquemas de tratamento da tuberculose, os quais
diferem entre si quanto a indicagéo, duracéao e tipos de drogas utilizadas (CASTELO
FILHO et al., 2004). Esses esquemas multiterapicos permitem, quando utilizados de
forma regular e adequada, que mais de 90% dos pacientes com tuberculose sejam
curados, mesmo quando os bacilos presentes tenham adquirido resisténcia a uma
determinada droga, sendo eliminados pela acdo das demais drogas (JACOBS,
1994).

1.2 Resposta Imunitaria na Tuberculose

A infeccdo com o M. tuberculosis ocorre através da inalagdo de aerossol contendo
bacilos viaveis que séo eliminados a partir das lesées pulmonares de um doente,
através da tosse, espirro, riso ou fala. Os bacilos se depositam nos espagos aéreos
terminais e os sitios iniciais de exposicdo sao frequientemente os lobos médios e
inferiores do pulméo, devido a maior ventilagdo nessas regides. Estima-se que 30%
das pessoas expostas ao bacilo se infectem. Desse total, entre 5% e 10%
desenvolvem alguma forma clinica da doenca (NORTH; JUNG, 2004). A tuberculose
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primaria se desenvolve dentro de 1 a 2 anos depois da infeccdo inicial e,
particularmente em criancas, estd associada com uma manifestacdo disseminada
(STEWART; ROBERTSON; YOUNG, 2003). Na maioria dos casos, porém, o
individuo infectado gera uma resposta imunitaria eficiente em inibir o crescimento do
patdgeno resultando em uma infecgéo latente, com a bactéria persistindo em estado
de dorméncia (KORBEL; SCHNEIDER; SCHAIBLE, 2008). No adulto, a tuberculose
ocorre tipicamente como doenga pds-primaria, resultante da reativacdo de focos
contendo a bactéria, e se manifesta predominantemente no pulmao, promovendo um
extenso dano tecidual e favorecendo uma eficiente disseminagdo do bacilo por
aerossol (STEWART; ROBERTSON; YOUNG, 2003).

Lesé&o primaria M. tuberculosis
Linfonodos

Micobactéria persistente
em linfonodos primarios e

Célula T

Células = I S
gigantes | em linfonodos sem lesdo
‘nfoctadh. Doenca pés-

primaria

Centro caseoso firme inibindo
o crescimento bacterino

Micobactéria persistente
em tecido sem leséo =y

Figura 3 — Contagio da tuberculose e localizagao da lesdao pulmonar tipica.
Fonte: adaptado de STEWART; ROBERTSON; YOUNG, 2003

A lesdo tipica observada na tuberculose é o granuloma, normalmente
apresentando caracteristicas bastante especificas. No centro da lesdo existem
uma ou mais células gigantes multinucleadas, circundadas por diversas células
epitelidides. Na periferia, encontram-se numerosos linfocitos, alguns
macroéfagos e poucos plasmécitos. Dois ou mais desses granulomas podem se
fundir, originando ndédulos macroscopicamente visiveis — o0s tubérculos.
FreqUentemente, ocorre uma necrose caseosa de extensdo variavel no centro
do granuloma. Os mecanismos responsaveis pela necrose nao sao bem

conhecidos, mas parecem dever-se a acado de linfotoxinas e de produtos
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excretados por macréfagos, como enzimas e radicais livres (PROLLA et al.,
2000).

O primeiro evento ocorrido apés a entrada do M. tuberculosis no pulmao é sua
fagocitose pelos macrofagos alveolares. Também participam do processo de
captacao e reconhecimento as células dendriticas e os macrofagos derivados de
mondcitos (HENDERSON; WATKINS; FLYNN, 1997). A variedade de estruturas
presentes na superficie do M. tuberculosis permite que diferentes receptores nessas
células sejam utilizados. Os bacilos ndo opsonizados sao reconhecidos e
englobados pelos macréfagos e células dendriticas via receptores de manose, que
reconhecem residuos de manose na superficie da micobactéria. Os receptores de
complemento também participam do processo de fagocitose do bacilo. Uma vez
opsonizado pelo componente C3 do complemento, o bacilo €& reconhecido e
endocitado via receptores 1 (CR1), 3 (CR3) e 4 (CR4) do complemento. Receptores
para a por¢cdo Fc de anticorpos (FcR), CD14 e receptores de remocgao (SR, de
Scavenger Receptors) também participam da entrada do M. tuberculosis nas células
fagociticas, e as proteinas surfactantes A e D (Sp-A e Sp-D, de Surfactant protein-A
e Surfactant protein-D) aumentam a sua captacdo pelos macréfagos (VAN
CREVEL; OTTENHOFF; VAN DER MEER, 2002; BHATT; SALGAME, 2007).

Embora esteja bem estabelecido que a resposta imunitaria adaptativa (descrita a
seguir) seja o elemento crucial para o controle da infeccdo, essa resposta é regulada
pelos eventos iniciais de reconhecimento do microrganismo invasor. Além disso, o
destino do bacilo dentro do macréfago é influenciado pelos sinais produzidos em seu
englobamento (STEWART; ROBERTSON; YOUNG, 2003). A fagocitose da
micobactéria opsonizada por imunoglobulina G (IgG) via FcR induz a produgéo de
Intermediarios Reativos do Oxigénio (ROI, do inglés Reative Oxigen Intermediates )
e permite a fusdo do fagossoma ao lisossoma, enquanto a ligagdo ao CR3 pode
levar a uma entrada silenciosa, em que néo ocorre a producado de ROl (COLLINS;
KAUFMANN, 2001). A interagdo de lipoarabinomananas com os receptores DC-
SIGN (Dendritic  cells-specific intracellular-adhesion-molecule-3 grabbing non-
integrin, um receptor de lectina tipo C presente em células dendriticas) gera um sinal
antiinflamatério, estimulando a produgcédo de IL-10 (STEWART; ROBERTSON;
YOUNG, 2003; BHATT; SALGAME, 2007).
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Juntamente com receptores fagociticos, macréfagos e células dendriticas também
expressam os receptores do tipo Toll (TLR, de Toll-like receptors), que reconhecem
padroes moleculares conservados presentes nos diferentes patdogenos. A ligacao
aos diferentes TLR induz distintos padrées de expressao génica que nao somente
levam a ativagédo da imunidade inata, mas, também, instruem o desenvolvimento da
imunidade adquirida antigeno-especifica. A maioria dos sinais recebidos pelos TLR
se propaga através do recrutamento da proteina adaptadora MyD88 (do inglés
myeloid differentiation primary-response protein 88) (DOHERTY; ARDITI, 2004) e
essa via de transducgao de sinais culmina na translocac¢ao do fator de transcricao NF-
kB (do inglés, Nuclear Transcription Factor kappa from B cells) para o nucleo,
estimulando a secrecdao de moléculas pro-inflamatérias, como IL-12, TNF-a e
quimiocinas CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1a), CCL5 (RANTES) e CXCL10 (IP-10); e
a ativacao de macrofagos (BHATT; SALGAME, 2007).

O M. tuberculosis possui uma pletora de ligantes para os TLR. A lipoproteina de
19kDa (LpgH, um antigeno secretado pelo bacilo) interage especificamente com
TLR2 e induz a producao de TNF-a (do inglés Tumoral Necrosis Factor-a) e 6xido
nitrico em macrofagos humanos e murinos (BRIGHTBILL et al., 1999 , apud BHATT;
SALGAME, 2007). Os TLR2 formam dimeros com TLR1 ou TLR6 e, além da LpgH,
possuem como agonistas outras lipoproteinas micobacterianas, lipomanana, PIM (de
Phosphatidyl-myo-inositol mannoside) e TDM (de Trehalose dimycolate). Os TLR4 —
0s receptores classicos para lipopolissacarideos (LPS) de bactérias Gram-negativas
— promovem a ativagdo celular em resposta a um fator micobacteriano sensivel ao
calor, ainda nao caracterizado (MEANS et al., 1999). Em um trabalho publicado em
2006, Chang et al. encontraram um aumento significativo dos niveis de RNA
mensageiro (RNAm) para TLR2, TLR1, TLR6 e TLR4 em células do sangue
periférico de pacientes com tuberculose, comparados com individuos saudaveis.
Além desses ligantes, o DNA do bacilo contém motivos CpG (Citosina-poliGuanina)
que sao reconhecidos pelos TLR9, e essa via de ligagao se mostrou importante para
a secrecgao de IL-12 por células dendriticas e para a indugao de uma rapida resposta
antimicobacteriana em macréfagos (BHATT; SALGAME, 2007).

Dentre os receptores de reconhecimento de padrées, um novo membro denominado

NOD2 (nucleotide-binding and oligomerisation domain-like receptor-2) também pode
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induzir ativacao celular apés infecgao pelo M. tuberculosis, levando a producao de
mediadores pro-inflamatérios. Os receptores NOD2 sinalizam tanto pela via NF-xB
quanto pela via inflamossoma/caspase1 (KORBEL; SCHNEIDER; SCHAIBLE, 2008).

Captacdo de MTB Ag‘;gﬁgg" o Reconhecimento de MTB
Scavenger NHC ]w
receptors & /
CcD28 or
Mannose / CTLAA
€D80 or

receptor

Complement
receptors
(CR1, CR3, CR4)

P AT

4 % ‘“g\.hLRg

\, B \'\‘fx’k\
Ag processing

I Nucleus q:NF 5
MyD88- - o4
independent \—’
MyD88-
dependent
Th2 cytokines Increased Thi cytokines
(TGF-3, IL-10,  (TNF-@, iINOS, IL-1p, IL-12,
IL-4) ~, IL-16, IL-18, IL-15, IFN-v?) ’/

Figura 4 — Representacdo esquematica dos receptores presentes nas células fagociticas
envolvidos na fagocitose e no reconhecimento do M. tuberculosis.
Fonte: adaptado de DOHERTY; ARDITI, 2004

Além das células fagociticas, outras células da resposta imunitaria inata estdo
envolvidas na resposta inicial na tuberculose, dentre elas, as células NK (natural
killer), as células NKT (natural killer T) e as células T y5. As células NK podem tanto
lisar o bacilo diretamente, bem como macréfagos infectados com o bacilo.
Adicionalmente, estas células podem estar envolvidas com a producdo nao-
especifica de IFN-y, citocina chave na resposta imunitaria da tuberculose, como
veremos adiante (VAN CREVEL; OTTENHOFF; VAN DER MEER, 2002; RAJA,
2004). Em 2002, Chackerian et al. sugeriram a participagcado de células NKT na
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tuberculose. Essas células podem participar da resposta protetora pela rapida
producdo de IFN-y, pela sua atividade citolitica ou pela ativacdo de células NK
(GODFREY et al., 2000). As células T yd também participam da producao de IFN-y
na resposta inata, visto que tais células reconhecem diretamente pequenas porcdes
protéicas da micobactéria, independente da célula apresentadora de antigeno (VAN
CREVEL; OTTENHOFF; VAN DER MEER, 2002; BOOM et al., 2003). Também ja
foi relatada a atividade citolitica das células T yd na presenca de antigenos

micobacterianos, como demonstrado por Munk et al. em 1990.

Apo6s a fagocitose e reconhecimento do M. tuberculosis, as células dendriticas locais
tornam-se ativadas, migram para os linfonodos regionais e apresentam antigenos
micobacterianos aos linfécitos T, dando inicio a resposta imunitaria especifica contra
o bacilo. A localizagdo fagossomal do M. tuberculosis assegura que seus antigenos
tenham acesso ao mecanismo de processamento via MHC de classe Il resultando
na ativacdo de linfécitos T CD4*. A producdo de IL-12 e IL-18 pelas células
fagociticas direciona a diferenciagdo dos linfocitos T CD4" virgens em linfocitos T
auxiliares tipo 1 (Th1, do inglés T helper 1) produtores de IFN-y, que é a citocina
crucial para o controle da infeccdo através da ativacdo de macrofagos e
subseqlente inducdo de mecanismos microbicidas (LADEL et al.,, 1997;
HENDERSON; WATKINS; FLYNN, 1997; KAUFMANN, 2001; KORBEL;
SCHNEIDER; SCHAIBLE, 2008).

O controle efetivo da infecgédo por M. tuberculosis depende tanto de linfécitos T CD4*
quanto de linfécitos T CD8" . Em humanos e camundongos as células T CD4" sédo 2
vezes mais abundantes do que as células T CD8" no sitio da infeccdo; e a deplecao
de linfocitos T CD4" tem um efeito prejudicial mais precoce e mais intenso do que a
eliminacéo de linfécitos T CD8" no controle da infeccdo em camundongos (MOGUES
et al., 2001). Os linfocitos T CD8" contribuem para a imunidade contra o bacilo da
tuberculose por pelo menos 3 mecanismos: secrecao de IFN-y, a lise de células
infectadas e a lise direta da bactéria através do mecanismo de secrecdo de
granzima e perforina (KAUFMANN, 2001). O mecanismo de crosspriming mediado
por vesiculas apoptoticas oriundas de macréfagos infectados com micobactéria para
reconhecimento e ativacdo de linfécitos T CD8" representa uma via alternativa de
ativacao da resposta imunitaria do hospedeiro para o controle de patdégenos que nao
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acessam classicamente a via de processamento de MHC classe | (WINAU et al.,
2006). Nesse contexto, a apoptose de macrofagos ativados induzida por TNF-o é
mais um mecanismo favoravel a protecdo do hospedeiro (KAUFMANN, 2001;
BHATT; SALGAME, 2007).

Na tuberculose, o IFN-y é produzido ainda precocemente pelas células NK,
macroéfagos, linfocitos Tyd e linfocitos restritos ao CD-1 e, apés o desenvolvimento
da resposta adaptativa pelos linfécitos T CD4" e CD8" (VAN CREVEL;
OTTENHOFF; VAN DER MEER, 2002). O papel fundamental dessa citocina na
resposta imunitaria ao M. tuberculosis foi demonstrado em varios trabalhos. Cooper
et al., em 1993, demonstraram que camundongos knockout para o gene do IFN-y
sao altamente susceptiveis a infeccao pelo M. tuberculosis (FLYNN et al., 1993;
NEWPORT et al., 1996; OTTENHOFF; KUMARARATNE; CASANOVA, 1998). Da
mesma forma, individuos com deficiéncia em genes do IFN-y ou de seu receptor sdo
mais susceptiveis a infecgbes micobacterianas, incluindo o M. tuberculosis
(JOUANGUY et al., 1997; DORMAN; HOLLAND, 1998).

A funcgao principal do IFN-y é ativar o macro6fago infectado e, dessa maneira, induzir
que essa célula exerca seu papel microbicida pela ativagdo da produgdo de ROI e
de RNI (Intermedidrios Reativos do Nitrogénio, do inglés Reative Oxigen
Intermediates), necessarios para a eliminagao do bacilo (SCHLUGER; ROM, 1998;
FLYNN; CHAN, 2001). Além disso, o IFN-y estimula o macréfago a liberar TNF-o
(FLYNN et al., 1995; ROACH et al., 2002).

A infeccao pelo M. tuberculosis leva, também, a secrecao de TNF-a por macréfagos,
células dendriticas e linfocitos T (FLYNN; CHAN, 2001). Essa citocina exerce um
papel fundamental na formacdo do granuloma e no controle da extensdo da
infeccdo. Camundongos deficientes para essa citocina ou para seu receptor
mostram um aumento na susceptibilidade a infec¢cdo e um retardo no recrutamento
inicial de mondcitos para o sitio da infeccao (FLYNN et al.,, 1995). Apesar da
ativacdo normal de linfécitos T especificos, a resposta inflamatéria é irregular,
caracterizada por um acentuado influxo de neutroéfilos, resultando na formacao de
um granuloma estruturalmente distinto daqueles classicamente descritos na

tuberculose. Além disso, ocorre a formacdo de um grande numero de lesdes
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necroéticas e crescimento bacteriano descontrolado. Em humanos, foi observado um
aumento na susceptibilidade a tuberculose ap6s o bloqueio da agdo do TNF-a com o
uso de anticorpos monoclonais para tratamento de artrite reumatéide (FELDMANN;
MAINI, 2001).

Apesar de serem observadas na tuberculose evidéncias de uma ativagéo cronica da
resposta imunitaria contra o M. tuberculosis, paradoxalmente, uma supressao dessa
resposta também € encontrada. Alguns autores encontraram a ocorréncia de
hipergamaglobulinemia policlonal, aumento de niveis séricos de TNF-oo e um
aumento na expressao de marcadores de ativacdao (como o HLA-DR) nas células T
circulantes de pacientes com tuberculose pulmonar (WALLIS; ELLNER, 1994;
KAPLAN; FREEDMAN, 1996; VANHAM et al., 1996). Por outro lado, também é
amplamente descrita na literatura a diminuicdo da producdo de citocinas
caracteristicas da resposta imunitaria Th1, tais como IFN-y e IL-2, que ¢é
normalmente acompanhada de um aumento de IL-10 e TGF-B (GONG et al., 1996;
VANHAM et al., 1997; ELLNER, 1997; TORRES et al., 1998; HIRSCH et al., 1999;
DE LA BARRERA et al, 2004). Essa imunodepressao foi também demonstrada in
vitro utilizando-se células obtidas de pacientes com tuberculose pulmonar que
quando estimuladas com antigenos micobacterianos (derivado protéico purificado —
PPD e antigeno 30Kd) apresentavam uma diminuigdo na produgao de IL-2 e IFN-y
em relacdo aos niveis produzidos por células de individuos saudaveis. Esses
mesmos ensaios evidenciaram que pacientes com tuberculose apresentavam uma
resposta linfoproliferativa antigeno-especifica inferior aquela observada em
individuos saudaveis (TOOSSI; KLEINHENZ; ELLNER, 1986; TORRES et al., 1994;
HIRSCH et al., 1996; TORRES et al., 1998). Ademais, recentemente foi descrita a
participacdo na patogénese da tuberculose de uma subpopulacdo das células T
CD4* que expressam altos niveis de receptores CD25 (CD4*CD25™%") e possuem
propriedades supressoras e sdao denominadas células T reguladoras (GUYOT-
REVOL et al., 2006; RIBEIRO-RODRIGUES et al., 2006; CHEN et al., 2007).
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1.3 Células T reguladoras

A idéia da existéncia de células T “supressoras” com especificidade antigénica e que
podem ativamente regular a resposta imunitaria foi inicialmente sugerida no inicio
dos anos 70. Entretanto, a complexidade inerente ao isolamento e crescimento
dessas células, bem como a caracterizagdo de sua fungcéo supressora, fizeram com
que essa idéia fosse abandonada, e a maioria dos imunologistas apoiavam-se no
mecanismo de delecdo clonal de células T auto-reativas (selegdo negativa) para
explicar a tolerancia imunolégica. No final dos anos 90, varios grupos de pesquisa
forneceram evidéncias da ocorréncia de células T que podiam regular a atividade de
outras células T in vivo (ANNACKER et al. 2001). Em 2001, Shimon Sakaguchi e
colaboradores identificaram uma subpopulacdo de células T produzidas pelo timo
que expressavam as proteinas de superficie CD4 e CD25 e mostravam-se
naturalmente anérgicas e supressivas (SAKAGUCHI et al., 2001). A partir dai, as
células supressoras renasceram como células T reguladoras (MALOY; POWRIE;
2001).

Classicamente a molécula CD25 tem sido o marcador mais utilizado para obtencéo
de células T CD4" reguladoras, essa proteina corresponde a cadeia o do receptor
para IL-2 e, portanto, é expressa em todas as células T ativadas. Além dessa
molécula, as células T reguladoras expressam constitutivamente outros marcadores
como: CD103, CD62L, CD45RB, CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphoyte Antigen 4), GITR
(Glucocorticoid-induced TNF-Receptor-related protein), CD127 (BANHAM; POWRIE;
SURI-PAYER, 2006). Assim como o CD25, esses marcadores também ndo sao
exclusivos dessa subpopulacao. Além disso, € bem provavel que nem todos esses
marcadores sejam criticos para a fungao das células T reguladoras. Por outro lado,
essas moléculas podem exercer fungbes cruciais para a atividade dessas células
como homing e homeostase, as quais influenciam indiretamente sua capacidade

supressora in vivo, mas nao contribuem diretamente para sua atividade inibitoria.

A recente descoberta do fator de transcricdo forkhead box P3 (Foxp3) como
regulador mestre do desenvolvimento, manutengcdo e fungdo das células T
reguladoras veio satisfazer a demanda por um marcador especifico para essa
populagdo celular (ZIEGLER, 2006; VIGNALI, COLLISON, WORKMAN, 2008). O
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RNAm de Foxp3 é expresso em células T reguladoras CD4*CD25" e, ao contrario
dos marcadores de superficie usados para caracteriza-las, a expressao deste RNAm
nao foi observada em células T convencionais que se diferenciam em Th1/Th2, nem
mesmo em células NKT (HORI; NOMURA; SAKAGUCHI, 2003). Adicionalmente, a
expressao ectépica de Foxp3 pode converter células T virgens CD4'CD25" em
células com caracteristicas fenotipicas e funcionais de células T reguladoras
(FONTENOT; GAVIN; RUDENSKY, 2003).

Atualmente, alguns autores dividem as células T reguladoras em dois subtipos: as
células T reguladoras naturais e as células T reguladoras adaptativas. Esses
subtipos diferem em suas vias de desenvolvimento e em seus mecanismos de
supressao. As células T reguladoras CD4*CD25"Foxp3* sdo também chamadas de
células T reguladoras que ocorrem naturalmente. As células denominadas
reguladoras adaptativas sdo subdivididas em tipo 1 (Tr1) e TH3, e sao induzidas
apos estimulagdo antigénica a secretar IL-10 e TGF-B, respectivamente. Através da
liberacdo destas citocinas elas sao capazes de inibir as respostas Th1 e Th2 e
emergem in vivo e in vitro apds exposicao cronica a antigenos ou na presenca de
APCs (Antigen-Presenting Cells) especializadas (MILLS; MCGUIRK, 2004;
HELMBY; BICKLE, 2006).

De uma perspectiva funcional, as células T reguladoras utilizam basicamente quatro
mecanismos de supressao que podem ser agrupados como descrito a seguir
(VIGNALI; COLLISON; WORKMAN, 2008). O primeiro é a supressao pela acao de
citocinas inibitérias, dentre as quais tém recebido destaque IL-10 e TGF-B. Alguns
estudos demonstram que a supressdo mediada por Tr1 ou TH3 pode ser revertida
com o uso de anticorpos anti-IL-10 e anti-TGF-B (MILLS, 2004). Mais recentemente
a citocina IL-35 (um novo membro da familia da IL-12) tem sido descrita ser
expressa preferencialmente por células T reguladoras, sendo requerida para uma
atividade supressiva maxima surgiu como um fator significativo na funcao das
células T reguladoras (COLLISON, et al., 2007, apud VIGNALI; COLLISON;
WORKMAN, 2008). O segundo mecanismo € a supressao por citolise. Em humanos,
a lise mediada por células T reguladoras é dependente de granzima A e perforina
(GROSSMAN et al., 2004). O terceiro mecanismo de supressao utilizado por células

T reguladoras é o disturbio metabdlico. O mecanismo mais comumente estudado
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envolve o consumo local de IL-2, por meio da alta expressao de CD25, privando as
células T efetoras de uma citocina essencial para sua proliferacao (VIGNALI;
COLLISON; WORKMAN, 2008). O quarto mecanismo tem como alvo de acdo as
células dendriticas. De forma complementar ao efeito direto das células T
reguladoras sobre a funcéo de células T, essas células podem também modular a
maturacdo e/ou funcdo de células dendriticas afetando a ativacdo de células T
efetoras (VIGNALI; COLLISON; WORKMAN, 2008).

E postulado que as células T reguladoras possuam ainda um mecanismo de
supressao dependente de contato intercelular (MILLS, 2004). Mas, na verdade, os
ensaios de transwell medem mais especificamente proximidade do que contato, isso
porque mediadores soluveis sdo mais efetivos préximos a fonte que os geraram. A
proximidade mantém alta a concentracdo de citocina local, o que pode ser
importante para a fungdo da IL-2 (KAPLAN, 1996). E importante salientar que as
véarias formas de atuagao das células T reguladoras ndo sdo mutuamente exclusivas
e a importancia de cada mecanismo depende do microambiente em que a resposta
imunitaria esta se desenvolvendo. Nao somente o potencial supressor, mas também
a localizacdo apropriada determina a capacidade supressora das células T
reguladoras in vivo (HUEHN; HAMANN, 2005).

As células T reguladoras CD4'CD25" representam aproximadamente 5-10% dos
linfocitos T CD4" periféricos de humanos e de camundongos (SAKAGUCHI, 2003).
Essas células expressam constitutivamente varios marcadores de ativagdo, séo
pouco responsivas a estimulagéo in vitro e podem suprimir a resposta de células T
CD4", T CD8", NK, células dendriticas (RUDENSKY; CAMPBELL, 2006) e linfécitos
B (D’AMBROSIO, 2006). Embora tenham sido descobertas como células capazes de
prevenir o desenvolvimento de doenca autoimune Orgao-especifica em
camundongos, atualmente as células T reguladoras CD4*CD25" adquiriram um
papel mais abrangente, como reguladoras da resposta imunitaria (PICCIRILLO;
THORNTON, 2004). Dentro desse contexto, as células T reguladoras podem:
prevenir uma resposta exacerbada em infecgdes intestinais (MALOY et al., 2005);
mediar a tolerancia a transplantes (WOOD; SAKAGUCHI, 2003); regular a resposta
alérgica (UMETSU; DEKRUYFF, 2006); e participar da indu¢cdo de tolerancia
materno-fetal (ALUVIHARE; BETZ, 2006). Entretanto, a ativacao destas células nem
sempre é benéfica ao hospedeiro ja& que pode impedir a imunidade antitumoral
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(SAKAGUCHI et al., 2001) e a imunidade protetora contra patégenos (BELKAID et
al. 2002; BELKAID, 2007).

A inflamacdo e a resposta imunitaria a patégenos sao reguladas por varios
mecanismos supressores. Um deles é a producdo de citocinas antiinflamatdérias
pelas células do sistema imunitario inato em resposta a produtos derivados de
patégenos. Além disso, o sistema imunitario adaptativo pode também ajudar a
controlar a agressdo induzida pela infecgdo por meio da geracdo de células T
reguladoras com especificidade antigénica (MILLS, 2004). Porém, é possivel que
patégenos possam utilizar a expansdo de células T reguladoras para subverter a
resposta imunitaria protetora do hospedeiro. Esse aspecto € bem evidente no caso
das infecgbes crbnicas em que o patdgeno persiste no hospedeiro porque uma
resposta adequada para a sua eliminacdo ndo se desenvolve ou é suprimida. A
expansao de células T reguladoras em infecgcdes cronicas como a tuberculose
(GUYOT-REVOL et al., 2006; RIBEIRO-RODRIGUES et al., 2006; CHEN et al.,
2007) e a helmintiase (RAUSH, et al., 2008; WANG; CAO; SHI, 2008) tem sido

descrita na literatura.

Em um trabalho publicado recentemente pelo nosso grupo, observamos que o
nimero de células circulantes com fenétipo CD4*CD25"'°" em pacientes portadores
de tuberculose era 3 vezes maior do que o observado em individuos saudaveis.
Além disso, a producao de IFN-y em culturas de células mononucleares de sangue
periférico na auséncia de células reguladoras era aumentada em comparagao a
culturas em que estas estavam presentes (RIBEIRO-RODRIGUES et al., 2006).
Corroborando esses resultados, Guyot-Revol et al. (2006) também demonstraram
um aumento do numero de células T reguladoras nos pacientes portadores de
tuberculose e sugeriram a participacao destas células na supressao da resposta Th1
observada durante esta infeccdo. Recentemente, outros autores também relataram
qgque o aumento na freqiéncia de células CD4'CD25" ou CD4"CD25'Foxp3™* foi
inversamente proporcional a producdao de IFN-y em pacientes com tuberculose
(CHEN et al., 2007).
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1.4 Helmintiases Intestinais

A helmintiase intestinal é uma importante causa de morbidade em humanos.
Estima-se que mais de 1 bilhdo de pessoas no mundo estejam infectadas por pelo
menos uma espécie de helminto (BETHONY et al., 2006).

A prevaléncia das infec¢des helminticas no Brasil e no Espirito Santo nao €
completamente conhecida, visto que esta doenga ndo € de notificagdo obrigatéria.
Os dados que indicam a prevaléncia da infeccao por helmintos sdo obtidos de
estudos realizados isoladamente. Em um estudo conduzido com amostras de uma
populacao urbana de Sao Paulo, foi observada uma prevaléncia de 24% de infeccao
pelo A. lumbricoides (FERREIRA; FERREIRA; NOGUEIRA, 1991). Tavares-Dias e
Grandini (1999) em um estudo no interior de Sdo Paulo também observaram uma
prevaléncia elevada de enteroparasitoses, incluindo 13,9% de positividade para o A.
lumbricoides, 8,3% de S. stercoralis e 3,7% de T. trichiura. Um levantamento da
positividade de 942 exames de fezes realizados pelo Laboratério de Parasitologia do
Hospital Universitario Cassiano Anténio Moraes (HUCAM), em pacientes internados
nesta unidade, no periodo de 1996 a 1998, mostrou uma prevaléncia de 24% de
positividade para os nematoides intestinais (dados ndo publicados, apud RESENDE
CO, 2006, p. 28).

- Areas onde helmintiases intestinais sdo um problema de satide publica
ol

LT DA

e D Areas onde helmintiases intestinais sdo transmitidas

Figura 5 — Distribuicdo global das helmintiases intestinais em 2006. As areas em vermelho indicam
as regides onde as helmintiases intestinais sdo consideradas um problema de saude publica.
Fonte: WHO, 2006. http://www.who.int/intestinal_worms/epidemiology/en/
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1.5 Resposta Imunitaria nas Helmintiases e Infeccoes Associadas

Helmintos apresentam uma grande diversidade bioldégica. Possuem como
hospedeiros intermediarios diferentes organismos, desde caramujos — no género
Schistosoma, até moscas — no caso de vermes filaridides. A rota utilizada para a
infecgdo também pode diferir, de infec¢do oral (por exemplo, Ascaris lumbricoides) a
penetracao direta na pele humana (espécies do género Schistosoma) ou picada de
moscas (Onchocerca volvulus). Adicionalmente, helmintos podem viver dentro do
hospedeiro humano em diferentes estagios de desenvolvimento, tais como ovos,
larvas ou vermes adultos. Finalmente, diferentes espécies afetam diferentes érgaos,
incluindo o colon, o intestino delgado, os vasos linfaticos, os pulmdes e o figado.
Apesar desse amplo espectro de caracteristicas, a maior parte desses parasitos
induz uma resposta imunitaria adaptativa similar no hospedeiro humano. A resposta
imunitaria tipica nas helmintiases € dependente de células com padrdao Th2,
caracterizada pela producao das citocinas IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13. Essas citocinas
induzem linfécitos B a produzirem anticorpos IgE (VAN RIET; HARTGERS;
YAZDANBAKHSH, 2007), além de estimularem o desenvolvimento de células
efetoras especificas, como mastécitos, eosindfilos e baséfilos (ANTHONY et al.,
2007). A polarizagdo da resposta imunitdria para um perfil Th2 influencia
negativamente a resposta do tipo Th1 inibindo a protegdo imunoldgica do hospedeiro
frente a patdégenos cuja resposta protetora € Th1-dependente (ABBAS; MURPHY;
SHER, 1996). As células Th2 produzem IL-10 que age sobre macrofagos
bloqueando a sintese de IL-12 por essa célula e inibindo a ativagéo de resposta Th1.
As células Th2 produzem ainda TGF-B que atua diretamente sobre as células Th1
impedindo a sua proliferacdo (JANEWAY et al., 2005).

As helmintiases sdo associadas ainda a hiporresponsividade imunitéria, o que pode
afetar a resposta a infecgdes associadas que ocorrem com alta freqiiéncia em areas
endémicas para helmintos (VAN RIET; HARTGERS; YAZDANBAKHSH, 2007).
Borkow et al. (2000), estudando pacientes com helmintiases crénicas sugeriram que
a ativacao persistente do sistema imunitario causada pelos helmintos esta associada
a uma hiporresponsividade e anergia. Essa hiporresponsividade se manifesta

através de deficiéncia na transdugéo de sinais na célula T, diminuicdo na expressao
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de CD28 com concomitante aumento na expressao de CTLA-4, redugao na secrecao

de quimiocinas e diminuicao de resposta imunitaria do tipo tardia.

Adicionalmente ao estimulo de uma vigorosa resposta Th2, as infeccées helminticas
podem ser acompanhadas pela expansao de células T reguladoras (SATOGUINA et
al., 2002; MCKEE; PEARCE, 2004; RAUSH, et al., 2008; WANG; CAO; SHI, 2008).
Em 2004, McKee e Pearce demonstraram que células CD4"CD25" de camundongos
infectados com Schistosoma mansoni produziam IL-10 e inibiam o desenvolvimento
de resposta Th1 pela diminuigdo na secrecao de IL-12, e suprimiam a proliferacao
de células T CD4" estimuladas com antigenos do ovo do S. mansoni. Resultados
semelhantes foram encontrados por Raush et al. (2008) estudando camundongos
cronicamente infectados com o nematdide Heligmosomoides polygyrus. Esses
autores demonstraram que células T reguladoras provenientes de camundongos
infectados significativamente suprimiram a proliferagéo in vitro de células T CD4" e
representaram uma fonte importante de IL-10 (RAUSH et al., 2008).

A protecao na tuberculose é dependente de uma forte resposta Th1 especifica para
o M. tuberculosis, dessa forma, como dito anteriormente, a associacdo com
infeccbes helminticas pode prejudicar o desenvolvimento de uma resposta que
detenha ou elimine o bacilo, tanto por afetar o equilibrio Th1/Th2, quanto por induzir
mecanismos antiinflamatérios e imunossupressivos (VAN RIET; HARTGERS;
YAZDANBAKHSH, 2007).

Nesse contexto, a importancia da associacao entre as helmintiases intestinais e as
doencas micobacterianas tem sido avaliada por nosso grupo. Em um trabalho em
que foram realizados exames parasitologicos de fezes em individuos portadores de
hanseniase com diferentes formas clinicas observou-se que 30% dos individuos
avaliados também eram portadores de helmintiase. Os resultados demonstraram
ainda que a frequéncia de helmintos intestinais foi significativamente maior entre os
pacientes com as formas multibacilares da doenca (38,3%) em relagdo aos
pacientes com formas paucibacilares (24,6%) sugerindo que a infecgdo por
nematdides intestinais pode aumentar o risco de desenvolver uma forma mais grave
da hanseniase (DINIZ et al., 2001).
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Para avaliar se a tuberculose poderia estar associada a presenca de helmintos
intestinais, como ocorre na hanseniase, um outro estudo foi conduzido por
TRISTAO-SA et al. em 2002. Os resultados indicaram uma associacdo positiva
entre a tuberculose e a infeccdo por helmintos. Os dados evidenciaram uma
prevaléncia significativamente maior de nematdides intestinais em pacientes com
tuberculose pulmonar (57,8%) em relacdo ao grupo controle (20,9%), sendo o
Strongyloides stercoralis 0 helminto mais prevalente (24,5%) encontrado entre os
pacientes portadores de tuberculose avaliados (TRISTAO-SA et al., 2002).

Resultados publicados por nosso grupo em 2007 demonstraram que a presenca de
helmintiase intestinal teve um impacto negativo na resposta imunitaria contra o M.
tuberculosis em pacientes com tuberculose pulmonar, bem como na resposta clinica
a terapia antituberculose (RESENDE CO et al., 2007). Esse trabalho evidenciou que
pacientes portadores de tuberculose pulmonar associada a infeccdo helmintica
apresentavam, na ocasido do diagndéstico de tuberculose, uma redugéo significativa
nos numeros de linfocitos totais, linfocitos T CD4" e T CD8" e células NKT em
relagdo aos pacientes portadores de tuberculose ndo infectados por helmintos
intestinais (RESENDE CO et al., 2007). De forma semelhante, a avaliagdo da
producédo de IFN-y em culturas de sangue total estimuladas com antigenos de M.
tuberculosis mostrou que nos pacientes portadores de tuberculose e helmintiase a
producdo de IFN-y foi menor em relacdo aquela observada nos pacientes com
tuberculose sem helmintiase. Esse decréscimo de producao de IFN-y pelo grupo de
pacientes contendo ambas as infecgdes foi observado tanto no inicio quanto no
término do tratamento antituberculose (RESENDE CO et al., 2007).

Visando dar continuidade a investigagdo dos mecanismos imunitarios presentes na
associagao entre infecgdo por M. tuberculosis e helmintos intestinais, o objetivo do
nosso estudo foi avaliar aspectos da resposta imunitaria adaptativa de pacientes
portadores de tuberculose pulmonar infectados ou nédo por helmintos intestinais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o fenétipo celular e o perfil de citocinas apresentados por pacientes
portadores de tuberculose pulmonar infectados ou ndo por helmintos intestinais e
avaliar o impacto da presenca desses parasitas na resposta imunitaria especifica

durante o tratamento da tuberculose.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar quantitativa e fenotipicamente populacdes celulares de amostras
de sangue periférico de pacientes portadores de tuberculose pulmonar
apresentando ou ndo helmintiase intestinal e relacionar com o numero de
células em individuos clinicamente saudaveis e individuos portadores de

helmintiase intestinal sem tuberculose;

2. ldentificar e quantificar células T reguladoras através de diferentes
marcadores em sangue periférico de pacientes portadores de tuberculose
pulmonar apresentando ou nao helmintiase intestinal e relacionar com o
numero de células T reguladoras em individuos clinicamente saudaveis e

individuos portadores de helmintiase intestinal sem tuberculose;

3. Avaliar a producédo de citocinas do padrdo de resposta Th1 e Th2 em
pacientes portadores de tuberculose pulmonar associada ou nao a
infecg@o por helmintos intestinais em culturas de sangue total estimuladas

com antigeno de Mycobacterium tuberculosis.
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3 PACIENTES; MATERIAL E METODOS

3.1 PACIENTES

3.1.1 Modelo de estudo

O presente trabalho é um estudo descritivo e os dados utilizados para a sua
confeccao foram obtidos durante a realizacao de dois estudos que ocorreram
em periodos diferentes.

No primeiro estudo, intitulado “Andlise do Potencial Preditivo de Marcadores
Imunolégicos e Microbiolégicos na Avaliacdo da Resposta Terapéutica
Antituberculose em Pacientes Adultos HIV-negativos com Baciloscopia Positiva para
Tuberculose Pulmonar”, desenvolvido no periodo de junho de 2000 a marco de
2002, foi realizada uma avaliacao longitudinal de pacientes portadores de

tuberculose pulmonar, infectados ou nao por helmintos intestinais.

No segundo estudo, intitulado “Avaliacdo do impacto da helmintiase intestinal, na
resposta clinica, microbiol6gica e imunolégica em pacientes com tuberculose
pulmonar”, desenvolvido no periodo de junho de 2008 a janeiro de 2009, foi
realizada uma avaliacao transeccional de pacientes portadores de tuberculose
pulmonar e/ou helmintiase intestinal. Ambos os estudos foram conduzidos
pelo laboratério de Imunologia Celular e Molecular do Nucleo de Doencas
Infecciosas, localizado no Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Espirito Santo.

3.1.2 Consideracoes éticas

O projeto intitulado “Analise do Potencial Preditivo de Marcadores Imunolégicos
e Microbiol6gicos na Avaliacdo da Resposta Terapéutica Antituberculose em
Pacientes Adultos HIV-negativos com Baciloscopia Positiva para Tuberculose
Pulmonar’ obteve aprovagdo do Comité Nacional de Etica em Pesquisa
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(CONEP), parecer n® 919/2000, e do Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude (CEP local), memo n° 006/99. Ao CEP local foi submetido
ainda o projeto intitulado “Avaliacdo do impacto da helmintiase intestinal na
resposta clinica, microbiolégica e imunoldégica em pacientes com tuberculose

pulmonar”, obtendo também parecer favoravel (memo n® 012/07).

Todos os individuos arrolados para o estudo assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

3.1.3 Caracterizacao dos individuos do estudo

Para a realizagdo do primeiro projeto descrito nos itens anteriores, no periodo de
junho de 2000 a marco de 2002 foram coletadas amostras de sangue e fezes de
40 pacientes portadores de tuberculose pulmonar atendidos pelo Centro de
Pesquisa Clinica do Hospital Universitario Cassiano Antonio Moraes (HUCAM),
Vitéria - Espirito Santo. Como critério de inclusdo no estudo, os pacientes

deveriam

a) teridade entre 18 e 60 anos,

b) apresentar baciloscopia e cultura de escarro positivas para M.
tuberculosis,

C) possuir sorologia negativa para HIV,

d) nao possuir histéria pregressa de tuberculose, e

e) nao ter iniciado o tratamento com as drogas tuberculostéticas.

Também foram coletadas amostras de 25 individuos clinicamente saudaveis para
constituirem o grupo controle.

Para o segundo projeto, no periodo de junho de 2008 a janeiro de 2009 foram
coletadas amostras de sangue e fezes de 17 pacientes portadores de sintomas
sugestivos de tuberculose pulmonar atendidos pelo Centro de Pesquisa Clinica do
Hospital Universitario Cassiano Anténio Moraes (HUCAM) ou pela Unidade de
Saude de Maruipe, no municipio de Vitoria - Espirito Santo, ou pela Policlinica de

Itacibéa, no municipio de Cariacica - Espirito Santo. Foram utilizados os mesmos

38



Pacientes; Material e Métodos

critérios de inclusdo do estudo anterior, a excec¢ao do intervalo de idade, pois nesse

estudo foram admitidos individuos com idade entre 14 e 60 anos.
Como grupo controle foram utilizados 12 individuos clinicamente saudaveis.

Apbs o diagnéstico clinico e laboratorial, os pacientes (de ambos os estudos)
portadores de tuberculose iniciaram o tratamento com as drogas tuberculostaticas do
Esquema | preconizado pelo Ministério da Saude. Este esquema de tratamento dura
6 meses, sendo que nos primeiros 2 meses de tratamento os pacientes recebem
doses diarias de isoniazida, rifampicina e pirazinamida, € nos 4 meses restantes,
doses diarias de isoniazida e rifampicina (CASTELO FILHO et al., 2004).

Para avaliar a prevaléncia de helmintiases intestinais nos pacientes portadores de
tuberculose e o impacto da infeccdo helmintica na tuberculose, foram realizados
exames parasitolégicos de fezes em todos os individuos do estudo. Para o
diagnéstico foram utilizadas 3 amostras de fezes para cada individuo coletadas em
dias consecutivos. As amostras foram analisadas pelo Laboratério de Parasitologia
do Departamento de Patologia da UFES utilizando 3 métodos: meétodo de
sedimentacao espontanea (HOFFMAN; PONS; JANER, 1934, apud DE CARLI,
2007, p. 127); método de Baermann-Moraes (BAERMANN, 1917, apud DE CARLI,
2007, p. 127); método de Kato, modificado por Katz et. al. (KATZ et al., 1972, apud
DE CARLI, 2007, p. 127).

Todos os pacientes com diagnostico positivo para helmintiase intestinal foram
tratados com drogas anti-helminticas apropriadas para cada tipo de helminto

intestinal encontrado.

O exame parasitologico de fezes permitiu separar os pacientes do primeiro estudo
portadores de tuberculose em dois grupos: a) pacientes portadores de tuberculose
co-infectados por helmintos intestinais, denominado grupo TB + HELM (n=11) e b)
pacientes portadores de tuberculose sem infeccdo por helmintos intestinais,
denominado grupo TB (n=29). Posteriormente compararam-se 0s parametros
imunologicos desses dois grupos.

Para o segundo estudo, os pacientes foram agrupados da seguinte forma, com base

no exame parasitolégico de fezes:
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a) aqueles com cultura positiva para M. tuberculosis e com resultado negativo
para helmintos intestinais foram incluidos no grupo denominado TB (n=10);

b) aqueles com cultura positiva para M. tuberculosis e com resultado positivo
para helmintos intestinais foram incluidos no grupo denominado TB+HELM
(n=3);

c) aqueles com cultura negativa para M. tuberculosis e com resultado positivo

para helmintos intestinais foram incluidos no grupo denominado HELM (n=>5);

Posteriormente compararam-se os parametros imunolégicos desses trés grupos.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Avaliacao hematoldgica

Todos os individuos foram submetidos a avaliacdo hematoldgica no inicio do
estudo. A avaliagdo hematoldgica consistiu na realizacdo de hemograma para
contagem global e diferencial de leucdcitos, e foi realizada pelo Laboratério
Henrique Tommasi Netto Andlises Clinicas Ltda. Para este foram utilizadas
amostras de sangue coletadas com anticoagulante EDTA (BD Vacutainer) e os
parametros hematolégicos avaliados em contador automatico de células (Coulter
STKS).

3.2.2 Imunofenotipagem dos leucécitos do sangue periférico por citometria
de fluxo

Neste trabalho, apenas os individuos arrolados para o estudo intitulado
“Avaliacao do impacto da helmintiase intestinal, na resposta clinica,
microbiolégica e imunoldgica em pacientes com tuberculose pulmonar”
foram submetidos a avaliacdo imunofenotipica dos leucécitos do sangue
periférico.
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Os anticorpos monoclonais foram adquiridos na BD Biosciences (San Jose, CA,
USA) e na eBioscience (San Diego, CA, USA) e utilizados segundo o protocolo

proposto pelo fabricante, modificado conforme descrito a seguir.

3.2.2.1 Andlise da expressao de marcadores de superficie caracteristicos
de leucécitos

As populagdes de células do sangue periférico dos individuos estudados foram
caracterizadas pela expressao de marcadores de superficie utilizando anticorpos

monoclonais especificos conjugados a fluorocromos.

Em tubos de poliestireno de 12 x 75mm foram adicionados 5ul do anticorpo
monoclonal de interesse (Tabela 1). Para cada analise foram distribuidos em
cada tubo 100ul de sangue periférico coletado a vacuo em tubos de 5 ml
contendo EDTA (BD Vacutainer). Apds homogeneizacdo em vortex, as
amostras foram incubadas por 20 minutos, a 4°C e ao abrigo da luz. Apés o
periodo de incubagdo, as amostras foram submetidas a lise dos eritrocitos
utilizando 1 ml de solugdo de lise comercial (BD FACS™ Lysing Solution — BD
Biosciences) diluida 10 vezes em agua destilada. Apo6s nova homogeneizagao
em vortex, as amostras foram incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente
e, entdo, submetidas a centrifugacao (400 g, 7 minutos, temperatura ambiente).
O sobrenadante foi descartado e as amostras foram lavadas utilizando 2 ml de
tampao fosfato salinico contendo 1% soroalbumina bovina (pH 7,4), nas mesmas
condi¢des de centrifugacédo descritas anteriormente. Em seguida, as amostras
foram fixadas utilizando 400ul de solucdo fixadora (paraformaldeido 1%,
cacodilato de sodio 1,08%, NaCl 0,67%). Ap6s um periodo adicional de 15
minutos a 4°C, as células foram adquiridas em FACSort™ (BD Biosciences,
Franklin Lakes, NJ, USA). Foram adquiridos 20.000 eventos por tubo. As células
foram selecionadas pelo programa CellQuest™ de acordo com parametros de
tamanho (forward scatter — FSC), granulosidade (side scatter — SSC) e
intensidade de fluorescéncia dos anticorpos marcados com ficoeritrina (PE),
isotiocianato de fluoresceina (FITC) e Phycoerythrin - Cyanine-5 (PE-Cy5) ou
peridinin chlorophyll protein (PerCP) e analisados empregando diferentes
estratégias de andlises, como sera descrito no item 3.2.2.3 — Estratégias de
analise dos resultados obtidos pela citometria de fluxo.
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Tabela 1 — Anticorpos monoclonais marcados

populagdes e subpopulagdes celulares.

com fluorocromos utilizados para andlises de

Anticorpos Fluorocromo Clone Células-alvo

Anti-IgG1x FITC P3 -

Anti-lgG2a PE eBM2a -

Anti-IgG2b PE-Cy5 eBMG2b -

Anti-CD3 FITC OKT3 Linfocitos T

Anti-CD3* PerCP SK7 Linfécitos T

Anti-CD4* FITC SK3 Linfécitos T auxiliares

Anti-CD4 PE-Cy5 RPA-T4 Linfécitos T auxiliares

Anti-CD8* PE SKi1 Linfécitos T citotoxicos

Anti-CD16 PE eBioCB16 Células NK

Anti-CD19 PE HIB19 Linfocitos B

ANti.CD25 T BCSS Linfocitos T ativados
Linfécitos T reguladores

Anti-CD45 PE-Cy5 HI30 Leucocitos

Anti-CD56 PE B159 Células NK e NKT

Anti-CD127 PE eBioRDR5 Linfécitos T reguladores

Anti-CD152 (CTLA-4) | PE 14D3 Hnfocitos T ativados

Linfécitos T reguladores

*Reagente BD TriTEST CD4FITC/CD8PE/CD3PerCP

3.2.2.2 Determinacao da Expressao de Foxp3

Para uma investigagdo mais acurada da presenca de células T reguladoras,

avaliou-se a expressdo de Foxp3, intracelular, concomitantemente com a

expressao de superficie das moléculas CD4 e CD25.

O tubo contendo as células destinadas a analise da expressdo de Foxp3 foi

submetido ao procedimento descrito no subitem anterior para a marcacédo das

moléculas CD4 e CD25, tendo sido interrompido, porém, na etapa prévia a
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adicao de solucao fixadora. Apds a ultima lavagem iniciou-se o protocolo de
permeabilizacdo celular e marcacdo com o anti-Foxp3 (PE, clone 236A/E7,
eBioscience) utilizando-se o Kit Foxp3 Staining Buffer set (eBioscience, San
Diego, CA, USA), segundo instrucoes do fabricante. Conforme esse protocolo,
seguindo a lavagem, as células foram homogeneizadas em vortex, e 1 ml da
solucao de fixacao/permeabilizacao (recentemente preparada) foi adicionado a
cada amostra. Apés nova homogeneizagdo, as amostras foram incubadas por
30-60 minutos, a 4°C e ao abrigo da luz. Em seqléncia, as amostras foram
lavadas 2 vezes pela adicdo de 2 ml do tampao de permeabilizacdo 1x com
posterior centrifugacao (400 g, 7 minutos, temperatura ambiente) e descarte do
sobrenadante. Cem microlitros do tampao de permeabilizacdo 1x e 5 ul do
anticorpo anti-Foxp3 foram consecutivamente acrescentados as amostras, com
subseqiente homogeneizacdo em vortex e incubacdo por pelo menos 30
minutos, a 4°C e ao abrigo da luz. As amostras foram depois lavadas com
tampéao de permeabilizacdo 1x e centrifugadas (400 g, 7 minutos, temperatura
ambiente). O sobrenadante foi descartado e as amostras foram fixadas
utilizando 400ul de solucao fixadora (paraformaldeido 1%, cacodilato de sodio
1,08%, NaCl 0,67%). As populacdes celulares foram adquiridas em FACSort™
(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). Foram adquiridos 20.000 eventos
por tubo. As células foram selecionadas pelo programa CellQuest™ de acordo
com parametros de tamanho (FSC), granulosidade (SSC) e intensidade de
fluorescéncia dos anticorpos marcados com PE, FITC e PE-Cy5 e analisados
empregando diferentes estratégias de analises, como descrito no item 3.2.2.3 —
Estratégias de analise dos resultados obtidos pela citometria de fluxo.

3.2.2.3 Estratégias de analise dos resultados obtidos pela citometria de
fluxo

Os dados obtidos através da imunofenotipagem dos leucécitos de sangue
periférico foram analisados utilizando-se estratégias diferentes, dependendo do
feno6tipo celular estudado. Assim, empregando os recursos multiplos do
programa CellQuest™, foram adotadas diferentes estratégias para a anélise

fenotipica das células obtidas, como descrito a seguir:
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3.2.2.3.1 Analise convencional

Consistiu na selecao da populacao celular de interesse, baseada em aspectos
morfométricos, através de graficos de distribuicdo pontual de tamanho (FSC)
versus granulosidade (SSC) (FIGURA 6A). Apds a selegcdo da regiao de
interesse (R1), o percentual de subpopulacdes celulares fluorescentes, dentro da
populagcédo selecionada, foi obtido em graficos bidimensionais de distribuicdo
pontual de fluorescéncia (FL), incluindo as modalidades FL1 versus FL2, FL2
versus FL3 e FL1 versus FL3 (FIGURA 6B).
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Figura 6 — SeqUéncia de procedimentos utilizados para as analises dos percentuais de
populagdes celulares por citometria de fluxo. A) Grafico de distribuigdo pontual Tamanho versus
Granulosidade utilizado para a sele¢do da populagao de interesse, nesse caso, os linfécitos —
R1. B) Grafico de distribuicdo pontual FL1/CD3 versus FL2/CD4 utilizado para quantificar o
percentual das populagdes ou subpopulagdes celulares especificas em R1.
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3.2.2.3.2 Analise de células T reguladoras

A andlise de células T reguladoras foi realizada utilizando os marcadores de
superficie CD25, CD127 e CD152 e o marcador intracelular Foxp3. A expressao
de CD25 foi analisada segundo o protocolo proposto por Baecher-Allan et al.
(2001), no qual as células T reguladoras sao definidas como aquelas
apresentando o fenétipo CD4*CD25"'°". Apés a selecdo da regido de interesse
(R1), baseada em aspectos morfométricos através de gréaficos de tamanho e
granulosidade (Figura 7A), graficos de FL1/CD25 e FL2/CD4 foram construidos,
permitindo identificar a segregacdo da populagcdo CD4" em 3 subpopulagoes:
CD4*CD25 (R2), CD4*CD25"°" (R3) e CD4*CD25"'%" (R4) (Figura 7B). A
populagéo celular em R4 representa o valor percentual de células reguladoras

na populagéo de linfocitos totais considerando-se a expressdo de CD25.
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Figura 7 — Seqiéncia dedprocedimentos utilizados para as andlises dos percentuais de células T
reguladoras CD4*CD25"" por citometria de fluxo. A) Grafico de distribuicdo pontual Tamanho
versus Granulosidade utilizado para a selecdo da populagédo de interesse, nesse caso 0s
linfocitos — R1. B) Gréfico de distribuicdo pontual FL1/CD25 versus FL3/CD4 utilizado para
quantificar o percentual de células T reguladoras CD4*CD25™" em R4.

A expressdo de Foxp3 foi analisada utilizando-se a seguinte estratégia: a
selecdo da regido de interesse (R1) foi realizada em gréficos de densidade de
distribuicdo de granulosidade (SSC) versus FL3 (CD4 PE-Cy5) (Figura 8A). A
partir de R1, graficos de FL1/CD25 e FL2/Foxp3 foram construidos, permitindo
identificar o fenétipo CD4*CD25"'®"Foxp3* (Figura 8B — R2) que é também
utilizado para definir a populagcao de células T reguladoras.
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Figura 8 — Seqiiéncia de procedimentos utilizados para as analises dos percentuais de células T
reguladoras CD4*CD25""°"Foxp3* por citometria de fluxo. A) Grafico de densidade de
distribuicdo de Tamanho versus FL3 utilizado para a selegdo da populagao de interesse, nesse
caso os linfocitos CD4" — R1. B) Gréfico de distribuicdo pontual FL1/CD25 versus FL2/Foxp3
utilizado para quantificar o percentual de células T reguladoras CD4*CD25™*"Foxp3* em R2.

A expressdao de CD127 foi analisada utilizando-se a seguinte estratégia: a
selecdo da regido de interesse (R1) foi realizada em gréficos de densidade de
distribuicdo de granulosidade (SSC) versus FL2 (CD127 PE) (Figura 9A). A partir
de R1, gréficos de FL1/CD25 e FL3/CD4 foram construidos, permitindo
identificar o fenétipo CD4*CD25"'°"CD127°Y (Figura 9B — R2) que é também

utilizado para definir a populacao de células T reguladoras.
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Figura 9 — Sequéncia de grocedimentos utilizados para as andlises dos percentuais de células T
reguladoras CD4"CD25""°"CD127°" por citometria de fluxo. A) Grafico de densidade de
distribuicdo de Tamanho versus FL2 utilizado para a selegao da populagao de interesse, nesse
caso os linfécitos CD127°" — R1. B) Gréfico de distribuigao pontual FL1/CD25 versus FL3/CD4
utilizado para quantificar o percentual de células T reguladoras CD4*CD25™°"CD127"°" em R2.
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3.2.3 Cultura de sangue total

Neste trabalho, apenas os individuos arrolados para o estudo intitulado “Analise
do Potencial Preditivo de Marcadores Imunolégicos e Microbiolégicos na
Avaliacao da Resposta Terapéutica Antituberculose em Pacientes Adultos
HIV-negativos com Baciloscopia Positiva para Tuberculose Pulmonar”
foram submetidos a quantificagdo dos niveis de citocinas em sobrenadantes de
culturas de sangue total.

Um volume de 0,5 mL de sangue heparinizado foi diluido em 4,5 mL de RPMI
suplementado com penicilina (50Ul/mL), estreptomicina (50ug/mL) e L-glutamina
(2mM). Aliquotas de 1 mL desta mistura foram distribuidas em 4 pogos de uma
placa de cultura de tecidos, estéril, de 24 pogos, com fundo chato. Em dois
pocos, adicionou-se 5 pL de filirado de cultura de Mycobacterium tuberculosis
(5ug/mL). Os dois pogos restantes ndo foram estimulados, sendo adicionado
apenas meio de cultura (controles negativos). A placa foi, entdo, incubada em
estufa umida a 37°C, em atmosfera de 5% de CO,. Os sobrenadantes das
culturas livres de células foram coletados apdés 5 dias de incubacao e
armazenados a -70°C até o uso para determinac¢ao do nivel de citocinas.

3.2.4 Quantificacao dos niveis de citocinas em sobrenadantes de cultura

Os niveis de IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-5, IL-4 e IL-2 foram quantificados em
sobrenadantes de culturas de amostras de sangue coletadas antes do
tratamento (dia 0), ap6s quatro e dezesseis semanas (semanas 4 e 16) de
tratamento e no fim do tratamento antituberculose (més 6). A determinagédo dos
niveis de citocinas foi realizada através de Citometria de Fluxo, utilizando-se o
sistema Cytometric Bead Array (CBA) com o Human Th1/Th2 Cytokine Kit (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA). O ensaio foi realizado de acordo com o
protocolo proposto pelo fabricante modificado como descrito a seguir
(gentilmente cedido pelo Laboratério de Biomarcadores de Diagndéstico e
Monitoragédo do Centro de Pesquisas René Rachou — FIOCRUZ-MG).
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Aliquotas de sobrenadante de cultura foram descongeladas em banho-maria a
37°C e centrifugadas a 14.000 rpm por 10 minutos e reservadas. Uma mistura
das esferas de captura conjugadas com anticorpos monoclonais anti-IFN-y, TNF-
o, IL-10, IL-5, IL-4 e IL-2 (Human Th1/Th2 Cytokine CBA Kit) foi preparada no
volume desejado e, posteriormente, aliquotas de 15ul dessa mistura foram
adicionadas em tubos de poliestireno de 12 x 75mm. Em seguida, foram
acrescentadas aliquotas de 25ul de padrées previamente preparados em
diluicbes seriadas com diluente G (uma solugdo protéica tamponada, Human
Th1/Th2 Cytokine CBA Kit) nas concentragées 5000pg/ml (1:1), 2500pg/ml (1:2),
1250pg/ml (1:4), 625pg/ml (1:8), 312,5pg/ml (1:16), 156pg/ml (1:32), 80pg/mli
(1:64), 40pg/ml (1:128) e 20pg/ml (1:256). Uma aliquota de 25uL contendo
apenas o diluente G foi utilizada como controle negativo da reagdo. Vinte e
cinco microlitros do sobrenadante de cultura (diluido 30 vezes em diluente G)
foram coletados e transferidos para os mesmos tubos. Por ultimo, foram
adicionados 18ul do reagente de deteccdo — uma mistura de anticorpos
monoclonais anti-citocinas humanas, conjugados com o fluorocromo PE
(reagente B — Human Thi1/Th2 Cytokine CBA Kit) e os tubos foram
homogeneizados e incubados por 90 minutos a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. Ap6s a incubacao, as esferas de captura foram lavadas com
500uL de tampdo de lavagem F (tampao fostato salinico, Human Thi1/Th2
Cytokine CBA Kit), centrifugadas a 600 x g, por 7 minutos a 18°C, o
sobrenadante cuidadosamente aspirado e descartado. Ap6s centrifugacdo, as
esferas foram ressuspendidas em 250ul de reagente F e imediatamente
adquiridas no citémetro de fluxo FACSort™ (BD Biosciences).

3.2.4.1 Aquisicao e analise dos niveis de citocinas em sobrenadante de cultura
por citometria de fluxo

Para aquisicdo das amostras, o aparelho foi calibrado utilizando esferas de
calibracdo (Cytometer setup beads — Human Th1/Th2 Cytokine CBA Kit) (BD
Biosciences) segundo protocolo sugerido pelo fabricante. O ajuste do aparelho

consiste em definir os parametros de tamanho e granulosidade adequados para o
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posicionamento das esferas de captura em graficos de tamanho versus
granulosidade. Apés a selecao das esferas, procedeu-se o ajuste da intensidade de
FL3 para permitir a segregacao das esferas apresentando diferentes intensidades de
fluorescéncia em histogramas unidimensionais. Para cada tubo processado foram
adquiridos 1800 eventos dentro da regiao selecionada R1 (300 eventos por citocina
testada) em um gréfico de FSC versus SSC (Figura 10).
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Figura 10 — Gréfico de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC) mostrando o posicionamento das
esferas de captura na regiao R1.

As seis citocinas analisadas foram separadas e quantificadas em graficos de
intensidade média de fluorescéncias FL-2 x FL-3, nos quais as seis esferas com
intensidades de fluorescéncia distintas foram separadas no eixo Y (FL-3) e
quantificadas através do deslocamento das mesmas no eixo X (FL-2) (Figuras 11A e
11B).
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Figura 11 — Grafico de fluorescéncia 2 (FL2) versus fluorescéncia 3 (FL3). A) Representa a leitura do
controle negativo. B) Representa a leitura positiva de uma amostra de sobrenadante de cultura.
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A anélise dos dados foi feita com o BD CBA Analysis Software™ (BD Biosciences)
por meio de curvas de calibragcdo obtidas com os padrées de citocinas cujas
concentragcées eram conhecidas (20pg/ml — 5000pg/ml).. Apds a construcdo das
curvas, a concentracdo dos analitos na amostra foi determinada em pg/mL, a partir
dos valores de Intensidade Média de Fluorescéncia (MFI) obtidos na leitura do canal
FL2. Um modelo de ajuste através da curva de 4-parametros logisticos foi utilizado,
0 que permitiu o ajuste da melhor curva ndo linear para dados detectaveis. Dessa
forma, foi possivel extrapolar valores de intensidades de fluorescéncia de amostras
que nao caiam dentro dos limites da curva padrdo. Quando a amostra apresentou

uma concentragao de citocina inferior ao limite de detecg¢éo, o valor zero foi usado.

3.2.5 Analises estatisticas

Todos os valores sao expressos como média + erro padrao da média. O Teste t
de Student foi utilizado para a comparacdo das médias de dois grupos de
individuos com variaveis apresentando distribuicdes normais, denominados
dados paramétricos As analises estatisticas foram realizadas utilizando o
programa STATA™ 8.2 para Windows (STATA Corporation, College Station, TX,

USA). Valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Casuistica

Sessenta e cinco pacientes aceitaram participar do estudo intitulado “Analise do
Potencial Preditivo de Marcadores Imunoldgicos e Microbiolégicos na
Avaliacao da Resposta Terapéutica Antituberculose em Pacientes Adultos
HIV-negativos com Baciloscopia Positiva para Tuberculose Pulmonar”,
sendo que desses, 40 eram pacientes portadores de tuberculose pulmonar, com
confirmagao clinica e radiologica (grupo TB), e 25 eram individuos clinicamente
saudaveis (grupo controle). O exame parasitologico de fezes revelou que 11
(27,5%) dos 40 pacientes portadores de tuberculose também eram portadores
de alguma espécie de helminto intestinal (grupo TB + HELM), e que, dentre os
pacientes com ambas as infeccbes, o helminto mais frequente foi o
Strongyloides stercoralis, encontrado em 72,7% dos casos, seguido pelo
Trichuris trichiura (18,2%) e Ascaris lumbricoides (9,1%). A Tabela 2 demonstra
os dados demograficos dos individuos arrolados para esse estudo.

Tabela 2 — Dados demograficos dos individuos clinicamente saudaveis (grupo controle) e dos
pacientes portadores de tuberculose arrolados para o estudo “Analise do Potencial Preditivo de
Marcadores Imunolégicos e Microbiolégicos na Avaliagdo da Resposta Terapéutica Antituberculose
em Pacientes Adultos HIV-negativos com Baciloscopia Positiva para Tuberculose Pulmonar”.

Numero de Individuos Idade (anos)
Grupo .
Homens Mulheres  Total Mediana/intervalo
B 31 9 40 35,0 (18-53)
Controle 15 10 25 26,0 (20-50)

Neste trabalho, os individuos arrolados para o estudo citado acima foram
submetidos a quantificacdo dos niveis de citocinas em sobrenadantes de
culturas de sangue total. Desses individuos, os que compuseram os grupos TB,
TB + HELM e controle foram assim distribuidos:

Grupo TB: 12 individuos;
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Grupo TB + HELM: 8 individuos;

Grupo controle: 8 individuos.

Outros vinte e nove individuos aceitaram participar do estudo intitulado “Avaliacao
do impacto da helmintiase intestinal, na resposta clinica, microbiologica e
imunolégica em pacientes com tuberculose pulmonar”, os quais foram
agrupados segundo o resultado do exame parasitologico de fezes da seguinte
forma:

Grupo TB: 10 pacientes portadores de tuberculose pulmonar, com
confirmacéo clinica e laboratorial, e resultado negativo no exame parasitolégico de
fezes;

Grupo TB + HELM: 3 pacientes portadores de tuberculose pulmonar, com

confirmacéo clinica e laboratorial, e resultado positivo no exame parasitolégico de
fezes para algum helminto intestinal. Cada paciente estava infectado por apenas
um helminto, e foram encontradas as espécies Strongyloides stercoralis (33.3%),
Hymenolepis nana (33.3%) e Enterobius vermicularis (33.3%). Considerando o total
de individuos com tuberculose arrolados (n=13), encontramos uma prevaléncia de
helmintiase intestinal de aproximadamente 23%;

Grupo HELM: 5 pacientes com baciloscopia e cultura de escarro negativos
(ndo portadores de tuberculose pulmonar) e resultado positivo no exame
parasitologico de fezes para algum helminto intestinal. A espécie mais freqUente foi
o Strongyloides stercoralis, encontrado em 3 pacientes (60% dos casos). O
Schistosoma mansoni foi encontrado em 2 pacientes, sendo que um deles também
estava infectado pelo Strongyloides stercoralis. A espécie Enterobius vermicularis
foi encontrada em 1 paciente;

Grupo controle: 12 individuos clinicamente saudaveis e com resultado negativo no

exame parasitologico de fezes.
A Tabela 3 demonstra os dados demograficos dos individuos arrolados para esse
estudo.
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Tabela 3 — Dados demogréficos dos individuos dos grupos TB, TB + HELM, HELM e controle,
arrolados para o estudo “Avaliagdo do impacto da helmintiase intestinal, na resposta clinica,
microbiolégica e imunoldgica em pacientes com tuberculose pulmonar”.

Numero de Individuos Idade (anos)
Grupo .
Homens Mulheres  Total Mediana/Intervalo
B 5 5 10 34,0 (22-56)
TB + HELM 3 - 3 24,0 (18-38)
HELM 4 1 5 31,0 (14-38)
Controle 8 4 12 49,5 (20-60)

Cinquenta e trés pacientes com tuberculose foram arrolados para os dois estudos
sendo que 14 deles também eram portadores de infeccdo por helmintos intestinais
(26,4%).

4.2 Analise de linfocitos e subpopulacdes linfocitarias encontrados na
circulacao periférica dos individuos estudados

Neste trabalho, apenas os individuos arrolados para o estudo intitulado “Avaliagao
do impacto da helmintiase intestinal, na resposta clinica, microbiolégica e
imunolégica em pacientes com tuberculose pulmonar” foram submetidos a

avaliacao imunofenotipica dos leucécitos do sangue periférico.
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4.2.1 Linfocitos e suas subpopulacoes

Os numeros de linfocitos totais e dos subtipos T (CD3*) e B (CD19") encontrados
na circulagao periférica dos individuos dos grupos TB, TB + HELM, HELM e
controle estdo representados na Figura 12. A andlise desses resultados mostrou
que os individuos do grupo TB (portadores de tuberculose pulmonar) apresentaram
uma reducdo significativa no numero de linfocitos totais em relagdo ao grupo
controle (Figura 12A). Os resultados mostraram ainda que o grupo TB apresentou
um namero de linfocitos T significativamente reduzido quando comparado ao grupo
controle (p=0,027) (Figura 12B). Entretanto, ndo houve diferenga no nimero de

linfécitos B desse grupo em relacédo ao grupo controle (Figura 12C).

Para avaliar o efeito das helmintiases intestinais no perfil celular dos pacientes
portadores de tuberculose pulmonar, os numeros de linfocitos e suas
subpopulagbées foram comparados entre os grupos TB e TB + HELM (pacientes
portadores de tuberculose associada a helmintiase intestinal). Os resultados
encontrados para o grupo TB + HELM foram comparados ainda ao grupo de
pacientes portadores de helmintiase intestinal sem tuberculose (grupo HELM) e ao
grupo controle.

O grupo TB + HELM nédo apresentou diferenca significativa nos numeros de
linfécitos totais, linfocitos T e linfécitos B em relagao ao grupo controle, ao grupo TB
e ao grupo HELM (Figuras 12A, 12B e 12C). O mesmo ocorreu para 0S grupos
HELM e controle quando comparados entre si (figuras 12A, 12B e 12C).
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Figura 12 — Numeros absolutos (células/mm3) de A) linfocitos totais; B) linfocitos T e C) linfocitos B
presentes na circulagao periférica de individuos clinicamente saudaveis (grupo Controle , n=12),
individuos com tuberculose nao infectados com helmintos intestinais (grupo TB [}, n=10), individuos
com tuberculose associada a helmintiase intestinal (grupo TB+HELM [ll; n=3) e individuos com
helmintiase intestinal sem tuberculose (grupo HELM [, n=5). Os resultados estdo expressos em
média + erro padrdo da média dos valores absolutos de células/mm®. As diferencas significativas
(p<0,05) estao indicadas nas figuras com os respectivos valores de p.
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4.2.2 Linfécitos T CD4" e linfécitos T CD8*

Os resultados dos numeros de linfocitos T CD4" e linfécitos T CD8" encontrados na
circulacao periférica dos individuos dos grupos TB, TB + HELM, HELM e controle
sé@o apresentados na Figura 13. A andlise desses resultados evidenciou que 0s
pacientes portadores de tuberculose néo infectados por helmintos intestinais (grupo
TB) apresentaram uma reducao significativa no nimero de linfécitos T CD8" (Figura
13B), em relagdo ao grupo controle. De maneira semelhante, a média do numero
de linfocitos T CD4" foi menor no grupo TB em relagdo ao grupo controle, porém
essa reducao néo foi significativa (Figura 13A).

Nao foram identificadas diferencas significativas nas concentracbes dessas
subpopulagdes linfocitarias nos outros grupos estudados quando os mesmos foram

comparados entre si e com o grupo controle (Figuras 13A e 13B).
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Figura 13 — Numeros absolutos (células/mm?®) de A) linfocitos T CD4" e B) linfocitos T CD8"
presentes na circulagao periférica de individuos clinicamente saudaveis (grupo Controle , n=12),
individuos com tuberculose nao infectados com helmintos intestinais (grupo TB [ll, n=10), individuos
com tuberculose associada a helmintiase intestinal (grupo TB+HELM [, n=3) e individuos com
helmintiase intestinal sem tuberculose (grupo HELM [, n=5). Os resultados estdo expressos em
média + erro padrao da média dos valores absolutos de celulas/mm As diferengas significativas
(p<0,05) estao indicadas nas figuras com os respectivos valores de p.
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4.2.3 Células NK e células NKT

A Figura 14 mostra os nuimeros de células NK (CD16°CD56") e de células NKT
(CD3"CD16"CD56") encontrados na circulagao periférica dos individuos dos grupos
TB, TB + HELM, HELM e controle. A andlise desses dados revelou que os pacientes
do grupo TB apresentaram uma reducgdo significativa no nuimero de células NK
(Figura 14A) e de células NKT (Figura 14B) em relagdo ao grupo controle. Da
mesma forma, quando os grupos TB e TB + HELM foram comparados entre si, 0
namero dessas populagbes celulares também se mostrou reduzido
significativamente no grupo TB (Figuras 14A e 14B). O grupo TB + HELM néo
apresentou diferenca significativa nos numeros de células NK e células NKT quando
comparado ao grupo controle (Figuras 14A e 14B) e ao grupo de pacientes sem
tuberculose e portadores de helmintiase intestinal (HELM) (Figuras 14A e 14B).

A andlise dos numeros de células NK e células NKT (Figuras 14A e 14B) mostrou
também a auséncia de diferenca significativa quanto ao numero dessas populacoes

celulares quando o grupo HELM é comparado aos grupos controle e TB + HELM.
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Figura 14 — Numeros absolutos (células/mmS) de A) células NK e B) células NKT presentes na
circulacao periférica de individuos clinicamente saudaveis (grupo Controle , n=12), individuos com
tuberculose nao infectados com helmintos intestinais (grupo TB [ll, n=10), individuos com tuberculose
associada a helmintiase intestinal (grupo TB+HELM [, n=3) e individuos com helmintiase intestinal
sem tuberculose (grupo HELM [, n=5). Os resultados estdo expressos em média * erro padrdo da
média dos valores absolutos de células/mm?®. As diferencas significativas (p<0,05) estao indicadas
nas figuras com os respectivos valores de p.
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4.3 Avaliacao da presenca de eosinofilos encontrados na circulagao periférica
dos individuos estudados

Os numeros de eosindéfilos encontrados na circulacéo periférica dos individuos dos
grupos TB, TB + HELM, HELM e controle sao apresentados na Figura 15.

A andlise desses resultados evidenciou a presenca de concentracoes
significativamente aumentadas de eosindfilos nos grupos de individuos com
helmintiase intestinal (grupo TB + HELM e grupo HELM) quando comparados a
individuos saudaveis (Figura 15).
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Figura 15 — Numeros absolutos (células/mmB) de eosindfilos encontrados na circulagao periférica de
individuos clinicamente saudaveis (grupo Controle , n=12), individuos com tuberculose nao
infectados com helmintos intestinais (grupo TB [ll, n=10), individuos com tuberculose associada a
helmintiase intestinal (grupo TB+HELM [, n=3) e individuos com helmintiase intestinal e sem
tuberculose (grupo HELM [, n=5). Os resultados estdo expressos em média * erro padrdo da média
dos valores absolutos de células/mm?®. As diferencas significativas (p<0,05) estdo indicadas nas
figuras com os respectivos valores de p.
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4.4 Caracterizacao fenotipica de ceélulas T reguladoras presentes na
circulacao periférica dos individuos estudados

4.4.1 Freqliéncia de linfocitos T CD4" ativados (CD4'CD25*) e células T
reguladoras (CD4*CD25"")

A freqiiéncia de linfocitos T CD4" que co-expressam CD25 (linfécitos T CD4*CD25" -
linfécitos T CD4" ativados) no total de linfécitos T CD4* presentes na circulagdo
periférica dos individuos dos grupos TB, TB + HELM, HELM e controle esta
representada na Figura 16A. A analise dos resultados demonstrou que nao houve
diferenga significativa na freqiéncia de linfocitos T CD4"CD25" entre os grupos
estudados (Figura 16A).

A andlise da freqiiéncia de linfécitos T CD4*CD25"'°" (células T reguladoras) no
total de linfocitos T CD4" na circulagao periférica dos individuos dos grupos TB, TB +
HELM, HELM e controle (Figura 16B) demonstrou que os individuos do grupo TB
ndo apresentaram diferenca significativa no nimero de linfécitos T CD4*CD25™¢H
quando comparados aos individuos do grupo controle, apesar de poder ser
observado no grupo TB uma freqiéncia média dessas células superior aquela do
grupo controle (Figura 16B). Por outro lado, a analise do grupo TB + HELM mostrou
que esses individuos apresentaram uma freqiiéncia de linfécitos T CD4*CD25'GH
significativamente maior que o grupo controle (p=0,053) (Figura 16B). Quando a
freqliéncia dessas células foi comparada entre os grupos TB e TB + HELM, nao foi

encontrada diferenga significativa entre eles (Figura 16B).

O grupo HELM apresentou uma freqiiéncia de linfocitos T CD4*CD25"'°" inferior ao
valor encontrado para o grupo TB + HELM (Figura 16B), contudo, essa diferenca

nao foi estatisticamente significativa (p=0,069).
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Figura 16 — Frequéncia de A) células CD4'CD25" e B) células CD4"CD25™°" presentes na
circulagao periférica de individuos clinicamente saudaveis (grupo Controle , n=12), individuos com
tuberculose nao infectados com helmintos intestinais (grupo TB [ll, n=10), individuos com tuberculose
associada a helmintiase intestinal (grupo TB+HELM Jll, n=3) e individuos com helmintiase intestinal e
sem tuberculose (grupo HELM [, n=5). Os resultados estdo expressos em média + erro padrao da
média dos valores absolutos de células/mm?. As diferengas significativas (p<0,05) estado indicadas
nas figuras com os respectivos valores de p.
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4.4.2 Analise da expressao do fator de transcricao Foxp3 como marcador de
células T reguladoras

O fator de transcricao forkhead box P3 (Foxp3) € considerado o regulador mestre do
desenvolvimento, manutencao e funcao das células T reguladoras, e sua expressao
€ utilizada como um marcador especifico dessa populagdo celular (VIGNALI,
COLLISON, WORKMAN, 2008). Dessa forma, o fenétipo CD4*CD25""°HFoxp3*
também foi pesquisado para avaliar a presenca de células T reguladoras nos

individuos estudados.

O nimero de células CD4*CD25"""Foxp3* encontrado na circulagdo periférica dos
individuos dos grupos TB, TB + HELM, HELM e controle esta representado na
Figura 17A. A avaliacdo desses resultados demonstrou que nao houve diferenga
significativa no numero de células CD4*CD25"'®"Foxp3* entre os grupos TB e
controle (Figura 17A). Por outro lado, o grupo TB + HELM apresentou um numero
significativamente maior de células CD4*CD25"'®"Foxp3* em relacdo ao grupo
controle (Figura 17A), resultado este que concorda com aquele encontrado para
linfécitos T CD4*CD25"'°". Quando comparado ao grupo TB, o valor médio dessas
células no grupo TB + HELM mostrou-se elevado, entretanto, esse aumento néo foi
significativo (Figura 17A). Ainda, em comparagdo com o grupo HELM o ndmero de
células CD4*CD25™%"Foxp3* no grupo TB + HELM foi significativamente maior
(Figura 17A).

A Figura 17B mostra a freqliéncia das células CD4*CD25™"Foxp3* encontrada na
circulagdo periférica dos individuos dos grupos TB, TB + HELM, HELM e controle.
Os resultados apresentados em valor percentual (freqiéncia — Figura 17B)
mostraram-se concordantes com os valores absolutos (Figura 17A), exceto para a
relagao entre os grupos TB + HELM e HELM. A comparagéo dos valores absolutos
desses grupos demonstrou um aumento  significativo das  células
CD4*CD25™HFoxp3* no grupo TB + HELM (Figura 17A), enquanto a comparacéo
das frequiéncias dessas células ndo demonstrou diferenca significativa entre eles,

apesar de ter havido uma tendéncia de aumento no grupo TB + HELM (Figura 17B).

A analise da presenca de células T reguladoras nos grupos estudados, utilizando
tanto o fendtipo CD4*CD25"'°" quanto o fenétipo CD4*CD25"'“"Foxp3*, sugere que

64



Resultados

o aumento dessa populacdo celular deve ter ocorrido como conseqiiéncia da

associacao entre a infeccéo por M. tuberculosis e a infecgao por helminto intestinal.
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Figura 17 — Detecgéo do fator de transcricdo Foxp3. A) Niumero absoluto (células/mmB) de células
CD4*CD25™"Foxp3* e B) frequéncia de células CD4*CD25"""Foxp3* presentes na circulagéo

periférica de individuos clinicamente saudaveis (grupo Controle

, h=12), individuos com tuberculose

nao infectados com helmintos intestinais (grupo TB [ll, n=10), individuos com tuberculose associada
a helmintiase intestinal (grupo TB+HELM [, n=3) e individuos com helmintiase intestinal e sem
, n=5). Os resultados estao expressos em média * erro padrdo da média
dos valores absolutos de células/mm®. As diferencas significativas (p<0,05) estdo indicadas nas
figuras com os respectivos valores de p.

tuberculose (grupo HELM
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4.4.3 Avaliacao da expressao da molécula CD127 como marcador de células T
reguladoras

A freqiiéncia de linfécitos T CD4*CD25™HCD127"°"V" encontrada na populacdo de
células T CD4" presente na circulagao periférica dos individuos dos grupos TB, TB +
HELM, HELM e controle sdo apresentados na Figura 18.

Em oposi¢do aos resultados encontrados para os outros marcadores de células T
reguladoras testados, nao foram evidenciadas diferencgas significativas na freqiiéncia
de células T CD4*CD25M"HCD1271°V" entre os grupos estudados (Figura 18).
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Figura 18 — Analise da expressdo de CD127 como marcador de células T reguladoras. Frequéncia de
células CD4*CD25"°"CD127* presentes na circulagdo periférica de individuos clinicamente
saudaveis (grupo Controle , n=12), individuos com tuberculose nao infectados com helmintos
intestinais (grupo TB [, n=10), individuos com tuberculose associada a helmintiase intestinal (grupo
TB+HELM [, n=3) e individuos com helmintiase intestinal e sem tuberculose (grupo HELM [, n=5).
Os resultados estdo expressos em média + erro padrdo da média dos valores absolutos de
células/mm?®. As diferencas significativas (p<0,05) estdo indicadas nas figuras com os respectivos
valores de p.
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4.5 Perfil de citocinas durante o tratamento antituberculose em pacientes
portadores de tuberculose pulmonar infectados (TB+HELM) e nao infectados
(TB) com helmintos intestinais

Considerando-se que a presenca de helmintiase intestinal em pacientes portadores
de tuberculose esta associada a alteragdes no perfil celular desses pacientes,
quando comparados, tanto com pacientes portadores de tuberculose sem helmintos,
quanto com individuos saudaveis, é possivel que a presenca de helmintos intestinais
possa também afetar a producdo de citocinas nesses pacientes. Os niveis das
citocinas IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-5, IL-4 e IL-2 foram avaliados em sobrenadantes de
culturas de sangue total, estimuladas com filtrado de cultura de M. tuberculosis, de
pacientes dos grupos TB, TB+HELM e controle, com o objetivo de avaliar o impacto
da presenga de helmintos intestinais na producédo de citocinas dos padrées de
resposta Th1 e Th2 no inicio do tratamento (Dia 0), apds quatro e dezesseis
semanas (semanas 4 e 16) de tratamento e no fim do tratamento antituberculose
(semana 24).

As médias das concentragdes de IL-2 encontradas em sobrenadantes de culturas de
sangue total nos grupos TB, TB + HELM e controle s&o apresentadas na Figura 19.

Os individuos do grupo TB + HELM apresentaram uma reducdo significativa na
producdo dessa citocina quando comparados aos individuos dos grupos TB
(p=0,001) e controle (p=0,0007) (Figura 19). A reducdo da producdo de IL-2
apresentada pelo grupo TB + HELM em relacdo ao grupo TB se manteve
significativa durante as semanas 4 e 16 apds o tratamento. Nenhuma diferenca
significativa entre esses grupos foi detectada na semana de conclusdo do

tratamento (semana 24).
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Figura 19 — Niveis da citocina (pg/mL) IL-2 em sobrenadantes de cultura de sangue total, no inicio do
tratamento (Dia 0), apés quatro e dezesseis semanas (semanas 4 e 16) de tratamento e no fim do
tratamento antituberculose (semana 24), em pacientes portadores de tuberculose nao infectados com
helmintos intestinais (grupo TB [, n=12), nos pacientes portadores de tuberculose associada a
helmintiase intestinal (grupoTB+HELM [, n=8) e em individuos saudaveis (grupo controle , n=8).
Os resultados estdao expressos em média * erro padrdo da média da concentragdo da citocina. As
diferengas significativas (p<0,05) estao indicadas nas figuras com os respectivos valores de p.
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Figura 20 — Niveis da citocina (pg/mL) IFN-y em sobrenadantes de cultura de sangue total, no inicio
do tratamento (Dia 0), ap6s quatro e dezesseis semanas (semanas 4 e 16) de tratamento e no fim do
tratamento antituberculose (semana 24), em pacientes portadores de tuberculose nao infectados com
helmintos intestinais (grupo TB ], n=12), nos pacientes portadores de tuberculose associada a
helmintiase intestinal (grupoTB+HELM [, n=8) e em individuos saudaveis (grupo controle , n=8).
Os resultados estdao expressos em média * erro padrdo da média da concentragdo da citocina. As
diferengas significativas (p<0,05) estao indicadas nas figuras com os respectivos valores de p.
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As concentragdes da citocina IFN-y, encontradas em sobrenadantes de culturas de
sangue total, nos individuos dos grupos TB, TB + HELM e controle séao

apresentadas na Figura 20.

A analise desses dados revelou que ndo houve diferenga significativa na produgéo
(ap6s estimulo de culturas de sangue total com filtrado de cultura de M. tuberculosis)

de IFN-y pelos individuos dos trés grupos estudados (Figura 20).

A andlise da producéao de TNF-a pelos individuos grupos TB, TB + HELM e controle
€ demonstrada na Figura 21. Os resultados mostraram que a produgéo de TNF-a no
inicio do tratamento (Dia 0) foi significativamente reduzida nos individuos do grupo
TB + HELM quando comparado aos individuos do grupo TB (p=0,026) e do grupo
controle (p=0,001) (Figura 21). Essa redugcé&o também ocorreu nas semanas 4 e 16
apos o tratamento e, ao término, na semana 24, ndo tendo sido, entretanto,
estatisticamente significativa. Por outro lado, os individuos portadores de tuberculose
e sem infecgdo helmintica apresentaram um valor médio da concentracao de TNF-a
semelhante ao encontrado no grupo controle (Figura 21). Tais observacdes sugerem
que a presenca de helmintiase intestinal afeta negativamente a produgcéo de TNF-a
em pacientes portadores de tuberculose pulmonar.
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7:-' p =0,026
£ 1000 1 —— TB+HELM | 233,60 271,00 551,30 485,20
o
= 800 - Controle 781,60
5
{ EPM* Dia 0 Sem4 Sem16 Sem 24
L ]
E 600
B 159,10 128,70 251,20 148,20
400 -
TB+HELM 64,50 74,60 108,00 97,40
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Figura 21 — Niveis da citocina (pg/mL) TNF-a em sobrenadantes de cultura de sangue total, no inicio
do tratamento (Dia 0), apds quatro e dezesseis semanas (semanas 4 e 16) de tratamento e no fim do
tratamento antituberculose (semana 24), em pacientes portadores de tuberculose nao infectados com
helmintos intestinais (grupo TB ], n=12), nos pacientes portadores de tuberculose associada a
helmintiase intestinal (grupoTB+HELM [ll, n=8) e em individuos saudaveis (grupo controle , n=8).
Os resultados estao expressos em média + erro padrdo da média da concentragdo da citocina. As
diferengas significativas (p<0,05) estao indicadas nas figuras com os respectivos valores de p.
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A Figura 22 demonstra a producéo de IL-4 apés estimulo de culturas de sangue total
nos individuos dos grupos TB, TB + HELM e controle.

Os individuos do grupo TB + HELM apresentaram uma reducdo significativa na
producdo dessa citocina quando comparados aos individuos dos grupos TB
(p=0,007) e controle (p=0,001) (Figura 22).

A comparacao da producéo de IL-4 entre os grupos TB + HELM e TB nas semanas
4 e 16 apds o tratamento e, ao término, na semana 24, ndo revelou diferenca
significativa entre eles, apesar de ter havido uma tendéncia de diminuicdo no grupo
TB + HELM (Figura 22).

A anélise da produgédo de IL-5 em culturas de sangue total dos individuos dos
grupos TB, TB + HELM e controle encontra-se demonstrada na Figura 23.

A analise desses dados mostrou que a producgao de IL-5 no inicio do tratamento (Dia
0) nos pacientes do grupo TB + HELM foi reduzida quando comparada a producéo
dessa citocina pelos pacientes do grupo TB (Figura 23), porém, essa redugao néo se
mostrou significativa. No entanto, a comparacao do grupo TB + HELM com o grupo
controle demonstrou que houve uma reducao significativa na producéao de IL-5 no
grupo TB + HELM. Ainda, ndo houve diferenga significativa entre os grupos TB e
controle, cujos valores médios da concentracao de IL-5 foram semelhantes. A média
da concentracao de IL-5 no grupo TB + HELM permaneceu reduzida na semana 4
apos o inicio do tratamento em relacdo ao grupo TB. Essa reducéo foi significativa
(Figura 23). Na semana 16 apds o inicio do tratamento antituberculose e, ao término,
semana 24, as médias das concentrac¢des de IL-5 entre os grupos TB + HELM e TB
assumem valores muito proximos que se assemelham, ainda, ao valor encontrado

para o grupo controle.
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Figura 22 — Niveis da citocina (pg/mL) IL-4 em sobrenadantes de cultura de sangue total, no inicio do
tratamento (Dia 0), ap6s quatro e dezesseis semanas (semanas 4 e 16) de tratamento e no fim do
tratamento antituberculose (semana 24), em pacientes portadores de tuberculose nao infectados com
helmintos intestinais (grupo TB ], n=12), nos pacientes portadores de tuberculose associada a
helmintiase intestinal (grupoTB+HELM [ll, n=8) e em individuos saudaveis (grupo controle , n=8).
Os resultados estao expressos em média + erro padrdo da média da concentragdo da citocina. As
diferengas significativas (p<0,05) estao indicadas nas figuras com os respectivos valores de p.
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Figura 23 — Niveis da citocina (pg/mL) IL-5 em sobrenadantes de cultura de sangue total, no inicio do
tratamento (Dia 0), ap6s quatro e dezesseis semanas (semanas 4 e 16) de tratamento e no fim do
tratamento antituberculose (semana 24), em pacientes portadores de tuberculose nao infectados com
helmintos intestinais (grupo TB [ll, n=12), nos pacientes portadores de tuberculose associada a
helmintiase intestinal (grupoTB+HELM [, n=8) e em individuos saudaveis (grupo controle , n=8).
Os resultados estdao expressos em média * erro padrdo da média da concentragdo da citocina. As
diferengas significativas (p<0,05) estao indicadas nas figuras com os respectivos valores de p.
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As médias das concentracdes de IL-10 encontradas em sobrenadantes de culturas
de sangue total nos grupos TB, TB + HELM e controle sdo apresentadas na Figura
19.

De maneira similar ao que ocorreu com a producao de TNF-a, a producéo de IL-10
no inicio do tratamento (Dia 0) foi significativamente reduzida nos pacientes
portadores de tuberculose pulmonar infectados com helmintos intestinais (grupo TB
+ HELM) quando comparado aos pacientes sem helmintiase intestinal (p=0,0002) e
aos individuos do grupo controle (p=0,030) (Figura 19). Essa diferenca entre os
grupos TB + HELM e TB se manteve nas semanas 4 e 16 apos o tratamento e, ao
término, na semana 24, permanecendo significativa nas semanas 4 e 24 (Figura 19).
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Figura 24 — Niveis da citocina (pg/mL) IL-10 em sobrenadantes de cultura de sangue total, no inicio
do tratamento (Dia 0), ap6s quatro e dezesseis semanas (semanas 4 e 16) de tratamento e no fim do
tratamento antituberculose (semana 24), em pacientes portadores de tuberculose nao infectados com
helmintos intestinais (grupo TB ], n=12), nos pacientes portadores de tuberculose associada a
helmintiase intestinal (grupoTB+HELM [, n=8) e em individuos saudaveis (grupo controle , n=8).
Os resultados estdao expressos em média * erro padrdo da média da concentragdo da citocina. As
diferengas significativas (p<0,05) estdo indicadas nas figuras com o0s respectivos valores de p.
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5 DISCUSSAO

Mycobacterium tuberculosis é um exemplo classico de patégeno para o qual a
resposta protetora depende da imunidade celular do tipo Th1. Linfécitos T CD4" e
CD8" sao essenciais para uma resposta imunitaria bem sucedida na tuberculose,
essas células possuem varias funcdes efetoras, sendo responsaveis pela producao
de citocinas envolvidas na resposta antimicobacteriana, como IFN-y e TNF-a, e pela
atividade citolitica (DAVOUDI et al., 2008). Em nosso estudo, observamos uma
diminuigéo significativa nos numeros de linfécitos totais e linfécitos T na circulagao
periférica de individuos portadores de tuberculose nado infectados por helmintos
intestinais, quando comparados a individuos saudaveis. Nossos dados estdao em
acordo com a literatura (SINGHAL et al., 1989; VEENSTRA et al., 2006; DAVOUDI
et al., 2008; AL MAJID; ABBA, 2008) e confirmam resultados prévios publicados pelo
nosso grupo (RESENDE CO et al., 2007). Entretanto, ao compararmos a populagcdo
de linfocitos B no sangue periférico de individuos dos grupos TB e controle nao
encontramos diferencas significativas entre esses grupos. Uma reducdo na
concentracdo de linfécitos B em pacientes com tuberculose foi observada por
Veenstra et al., 2006 e Resende Co et al., 2007. As subpopulagdes CD4* e CD8" de
linfécitos T no grupo de pacientes com tuberculose e sem helmintiase intestinal
apresentaram-se reduzidas em comparagao ao grupo controle, mas essa redugao
ndo foi significativa para a concentragdo de linfécitos T CD4". A diminuigdo na
concentracdo de células T CD4" no sangue periférico durante a tuberculose também
foi relatada por outros autores (SINGHAL et al., 1989; RODRIGUES et al., 2002;
VEENSTRA et al., 2006; RESENDE CO et al., 2007; DAVOUDI et al., 2008; AL
MAJID; ABBA, 2008). Em relagéo as células T CD8", os dados sdo conflitantes, pois
alguns autores relataram a reducao dessa populacéao celular (RODRIGUES et al.,
2002; RESENDE CO et al., 2007; DAVOUDI et al., 2008), enquanto Singhal et al.,
1989, encontraram um aumento no numero dessas células na circulagao periférica .
E interessante destacar que esses trabalhos descrevem a reducgdo de linfocitos
totais, linfécitos T e suas subpopulacées CD4" e CD8" no momento do diagndstico
de tuberculose, e que, essas populacbes celulares tém seus valores re-
estabelecidos a valores semelhantes aos dos individuos saudaveis apds o
tratamento (SINGHAL et al., 1989; RODRIGUES et al.,, 2002; VEENSTRA et al.,
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2006). Em um trabalho publicado recentemente por Davoudi et al., 2008, em que
sao comparados grupos com diferentes formas clinicas de tuberculose entre si e
com individuos saudaveis, as redugdes nos niveis de linfocitos T CD4" e CD8" sdo
associadas ainda as formas mais graves de tuberculose — meningite tuberculosa e
tuberculose miliar. Tais observagdes nos remetem a correlagdo entre a diminuigao
nos numeros de linfocitos T e suas subpopulagcdes e a imunodepressao apresentada
pelos individuos com tuberculose, representada, entre outros aspectos, pelo
decréscimo na producdo de citocinas cruciais para uma resposta protetora como
IFN-y. Véarias hip6teses tém sido sugeridas para a diminuicdo no numero de células
T CD4" na tuberculose. A compartimentalizacdo de linfécitos no tecido pulmonar
afetado, aumento nos niveis de apoptose (RODRIGUES et al., 2002) ou mesmo uma
deficiéncia da fungéo timica (OZEKI et al., 1997) sdo alguns exemplos.

Com o objetivo de avaliar o impacto da presenca de helmintos intestinais na
resposta imunitaria contra o M. tuberculosis, foram estudados em individuos com
tuberculose pulmonar associada a infecgcao por helmintos intestinais os nimeros de
linfocitos, e seus subtipos B e T, bem como as subpopulagbes CD4" e CD8" de
linfécitos T. Nosso trabalho ndo evidenciou alteragdo significativa nos numeros de
linfocitos totais, linfécitos T e suas subpopulacées T CD4" e CD8" nos individuos
com tuberculose e helmintiase intestinal, em comparacéo a individuos saudaveis.
Quando comparamos o0s numeros dessas populagdes celulares no grupo TB +
HELM e no grupo TB, também n&o encontramos nenhuma diferenga significativa
entre eles. No estudo realizado em nosso laboratério (citado acima) foi encontrado
um decréscimo significativo nos numeros de linfocitos totais, linfécitos T e suas
subpopulagdes CD4" e CD8" nesse grupo de pacientes, tanto em comparagéo a
individuos saudaveis, quanto em relagao a individuos portadores de tuberculose
pulmonar e n&o infectados por helmintos intestinais (RESENDE CO et al., 2007).
Portanto, esses resultados ndo concordam com aqueles publicados anteriormente
por nosso grupo (RESENDE CO et al., 2007). Essas diferengas podem ser devidas
as caracteristicas intrinsecas dos pacientes estudados. No estudo publicado em
2007, os pacientes do grupo TB + HELM apresentavam formas clinicas mais graves
da tuberculose pulmonar (pacientes baciliferos 3+ e 4+), enquanto que o estudo
atual ndo utilizou esse parametro como critério de inclusdo e todos os pacientes

arrolados para o grupo TB + HELM possuiam baciloscopia 1+.
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As células Natural Killer (NK) sao células granulares, de origem linfoide, que
participam da resposta imunitaria inata, e apresentam fenétipo CD3’, CD16" e/ou
CD56". Na circulagao periférica e nos tecidos inflamados, as células NK sao
geralmente CD16'CD56", fendtipo este que as caracteriza como células maduras
com atividade citotéxica capaz de destruir células-alvo sem a necessidade de
sensibilizacao prévia e restricao ao MHC (ROBERTSON; RITZ, 1990; MORETTA et
al., 2008). Em adicdo as suas fungbes citotoxicas efetoras (mediadas pelos
mecanismos granzima/perforina e pela ligacao Fas/FasL), as células NK secretam
citocinas  pré-inflamatérias,  principalmente  IFN-y (KORBEL; SCHNEIDER,;
SCHAIBLE, 2008) e suas interagcdes no sitio inflamatorio também influenciam o
desenvolvimento da resposta adaptativa do tipo Th1 (MORETTA et al., 2008). As
células NK humanas podem diretamente destruir mondcitos e macrofagos infectados
por M. tuberculosis (DENIS, 1994), além de produzir IFN-y (KORBEL; SCHNEIDER;
SCHAIBLE, 2008). Adicionalmente, um trabalho recente identificou células NK com o
potencial de destruir células T reguladoras CD4'CD25"Foxp3* que proliferaram
durante a infeccdo com o M. tuberculosis (ROY et al., 2008). De maneira semelhante
as células NK, as células NKT também participam da resposta antimicobacteriana
(CHACKERIAN; PERERA; BEHAR, 2002). Ao contrario das células NK, as células
NKT s&o identificadas pelo fenétipo CD3"CD56" (adotamos a marcacéo
CD3"CD16"CD56" para a caracterizagdo das células NKT, bem como, a marcacao
CD16"CD56" para identificar as células NK). Poucos estudos apresentam dados
clinicos sobre a participacao de células NK e NKT na tuberculose e esses dados séao
controversos. Em 2006, VEENSTRA et al. descreveram um decréscimo na
concentracao de células NK e NKT (estatisticamente significativo para as células
NKT) na circulagao periférica de individuos portadores de tuberculose pulmonar no
momento do diagndstico em comparagao a um grupo controle saudavel, dados que
concordam com os resultados encontrados em nosso estudo. No entanto, Resende
Cé et al. 2007, nao encontraram diferencas significativas nos numeros dessas
populagdes celulares circulantes quando compararam pacientes com tuberculose
pulmonar e individuos saudaveis. Em um outro estudo, publicado em 2006, os
autores encontraram uma diminuicdo do numero de células NK no grupo de
pacientes com tuberculose em relagédo ao grupo controle e um aumento do numero
de células NKT quando os mesmos grupos foram comparados (BARCELOS et al.
2006).
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Em relacao as células NK e NKT no grupo com tuberculose e helmintiase intestinal
(TB + HELM), nds encontramos um aumento significativo dessas células quando
esse grupo foi comparado aos individuos com tuberculose nao infectados por
helmintos intestinais (TB). Alguns trabalhos demonstram a presenca de células NK
ativadas durante infecgdo helmintica, incluindo células NK residentes no intestino
que produziram IL-13 durante a infeccao por Trichuris muris em camundongos com
SCID (severe combined immunodeficiency) (HSIEH et al., 2003; McDERMOTT et al.,
2005). Células NK tém a capacidade de secretar citocinas Tipo 2 (células NK2),
incluindo IL-4 e IL-5, quando expostas a larvas filaridides vivas (BABU; BLAUVELT;
NUTMAN, 2007).

Os eosindfilos sao células tipicamente associadas com a resposta tipo Th2
observada nas helmintiases. Seguindo a infeccdo helmintica, os eosindfilos
proliferam abundantemente e migram para o sitio da infec¢éo, onde atuam liberando
o conteudo de seus granulos. A IL-5 (uma citocina tipica do padrao de resposta Th2)
€ requerida para a manutencao da eosinofilia (ANTHONY et al., 2008). Em nosso
estudo, observamos um aumento significativo no numero de eosinéfilos nos
individuos portadores de helmintiase intestinal com ou sem tuberculose pulmonar,
em comparagdo ao grupo de individuos clinicamente saudaveis. Em um trabalho
publicado em 2002, Tristdo-S& et al. relataram eosinofilia (semelhante aquela por
ndés observada) em pacientes com tuberculose pulmonar infectados com

nematoides.

A proliferacdo de células T reguladoras € bem descrita na tuberculose e pode
contribuir para a supressao da resposta protetora Th1 por inibir a producao de IFN-y
e estimular a producdo de IL-10 e TGF-B (RIBEIRO-RODRIGUES et al., 2006;
GUYOT-REVOL, 2006; CHEN et al., 2007). As infeccoes helminticas podem induzir
o desenvolvimento de células T reguladoras em humanos e camundongos (VAN
DEN BIGGELAAR et al., 2000; SAUNDERS et al., 2007), sugerindo um papel para
essas ceélulas na imunomodulacdo observada nas infecgdes helminticas
(SATOGUINA et al., 2002; BELKAID et al., 2005). Com base nesses dados, 0 nosso
objetivo foi avaliar a presenca de células T reguladoras em pacientes com
tuberculose pulmonar e aquilatar o impacto da ocorréncia associada de infecgao por

helmintos intestinais no numero dessas células e na resposta imunitaria ao M.
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tuberculosis. Para a deteccédo de células T reguladoras foram utilizados marcadores
descritos como definidores dessa populacao. Nos avaliamos a presenca de células T
CD4*CD25"%H ¢ a presenca concomitante do marcador mestre de células T

reguladoras, Foxp3.

Nossos resultados mostraram que 0s pacientes portadores de tuberculose pulmonar
apresentaram uma freqliéncia aumentada de células TCD4*CD25™'%". A freqiiéncia
de células T CD4*CD25""°"Foxp3* também aumentou, porém, essas duas
observacbes nao apresentaram significaAncia estatistica. Um estudo feito
anteriormente pelo nosso grupo mostrou que o numero de células circulantes com
fenétipo CD4*CD25"'°" em pacientes portadores de tuberculose era 3 vezes maior
do que o observado em individuos saudaveis. Além disso, a produgao de IFN-y em
cultura na presenga e na auséncia de células reguladoras foi quantificada para
avaliar a participacao dessas células na modulagédo da resposta imune. O resultado
mostrou que a deplecdo das células reguladoras levou a uma producao aumentada
de IFN-y pelas células mononucleares de sangue periférico (RIBEIRO-RODRIGUES
et al., 2006). Corroborando esses resultados, Guyot-Revol et al. (2006) também
evidenciaram um aumento semelhante no numero de células T reguladoras em
pacientes portadores de tuberculose e sugeriram a participacao dessas células na
supressao da resposta Th1 observada durante esta infeccdo. Estes dois estudos
forneceram as primeiras evidéncias do papel das células T reguladoras na
tuberculose e sao consistentes com a hipétese de que as células T reguladoras
participam da supressado da resposta imunitaria observada na doenga. Em 2007,
Chen et al. demonstraram a expansdo do fenétipo T CD4*CD25"'®HFoxp3* em
pacientes com tuberculose pulmonar ativa e evidenciaram uma atividade supressiva

dessas células em culturas de PBMC estimuladas com antigenos de M. tuberculosis.

Sustentando nossa hipotese de que a helmintiase intestinal pode ter um impacto
negativo na resposta antimicobacteriana, nossos resultados mostram que o nimero
de células T reguladoras foi maior no grupo de pacientes com tuberculose pulmonar
infectados por helmintos intestinais do que no grupo TB. Em relagdo ao grupo sem
tuberculose e com helmintiase intestinal, o grupo TB + HELM também apresentou
um valor significativamente aumentado de células T reguladoras, tanto quando

analisamos o fenétipo T CD4*CD25™"'®" quanto quando analisamos o fenétipo T
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CD4*CD25"HFoxp3*. O grupo com helmintiase intestinal ndo apresentou diferenca
significativa em relacdo ao numero de células T reguladoras na circulacao periférica
quando comparado ao grupo controle. Em um trabalho publicado recentemente,
Rausch et al. identificaram um aumento de células T reguladoras no tecido intestinal
inflamado de camundongos infectados com o nematédeo Heligmosomoides
polygyrus (RAUSCH et al. 2008). Assim, a falta de correlagéo entre a presencga de
helmintiase intestinal e o0 aumento no nimero de células T reguladoras observada
em nosso estudo poderia estar relacionada a compartimentalizagcdo dessas células

na mucosa intestinal.

Dessa forma, concluimos que a associagdo entre a tuberculose e a helmintiase
intestinal induz uma proliferagdo de células T reguladoras ainda mais acentuada do
que na ocorréncia de uma dessas infecgdes isoladamente. Os fendtipos T
CD4*CD25"H ¢ CD4*CD25""“"Foxp3* sofreram expansbes concordantes. Esse
resultado discorda em parte da avaliacdo da presenca de células T reguladoras feita
anteriormente pelo nosso grupo (RESENDE CO et al., 2007). Naquela ocasido,
encontramos um numero reduzido de células T reguladoras no grupo TB + HELM
em comparacao ao grupo TB, ndo obstante aquele grupo ter apresentado valores
significativamente maiores quando comparado ao grupo controle. Os autores
acreditavam que a reducgao na freqiéncia de células T reguladoras no grupo TB +
HELM observada na circulacdo periférica, tenha sido devida a retencdo dessas
células nos sitios acometidos — pulméo, na tuberculose pulmonar, e intestino, na
helmintiase intestinal (RESENDE CO et al., 2007). As discrepancias observadas
podem ser devidas aos marcadores mais especificos, portanto mais sensiveis que
foram utilizados durante nosso estudo, como a combinagcdo de
CD4*CD25"%HFoxp3*, enquanto que no estudo anterior foi utilizada apenas a
marcagdo CD4*CD25"'%H,

Recentemente, a expressdo de Foxp3 em células reguladoras T CD4" tem sido
relacionada negativamente a expressédo do receptor da citocina IL-7 (CD127), e a
molécula CD127 pode representar o melhor marcador de superficie para a
identificacdo de células T reguladoras, através do fendtipo CD4*CD25*CD127-°W"
(LIU et al., 2006). A subpopulagdo CD4*CD25'CD127°"" representa
aproximadamente 80% das células CD4"Foxp3* em PBMC de individuos normais
(LIU et al., 2006). Por esse motivo, nés analisamos a expressdao de CD127 em
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linfécitos do sangue periférico em pacientes com tuberculose apresentando ou nao
helmintiase intestinal, numa tentativa de caracterizar as células T reguladoras por
meio do fendtipo CD4*CD25™MHCD127"°W" e correlacionar esse fenétipo com os
demais utilizados para identificar células T reguladoras. Nossos resultados
mostraram que a identificagdo de células T reguladoras baseada na expressao de
CD127 n&o foi semelhante a identificacdo baseada nos fenétipos CD4*CD25"%H ¢
CD4*CD25"%MFoxp3*. A presenca de  células T  reguladoras
CD4*CD25MMCcD1275°Y" na circulagéo periférica foi maior no grupo TB do que no
grupo TB + HELM, com um perfil inverso ao encontrado para os outros fenoétipos
estudados. Além disso, ndo houve diferenga significativa na concentragdo dessa
populacao celular entre os grupos estudados. Por outro lado, sabe-se que células T
reguladoras CD4*CD25""Foxp3*CD127"°"" proliferam in vitro apés linfécitos do
sangue periférico de individuos com teste tuberculinico positivo serem estimulados
com BCG (HOUGARDY et al. 2007).

A analise do perfil de citocinas produzidas por pacientes portadores de tuberculose
sem helmintiase intestinal frente ao estimulo de sangue total com filtrado de cultura
de M. tuberculosis revelou que, a época do diagnostico, esses pacientes produziram
IL-2, IFN-y e TNF-a em niveis semelhantes aqueles produzidos pelos individuos do
grupo controle (PPD+). Porém, as citocinas IL-4, IL-5 e IL-10 (que sdo compativeis
com um padrdo de resposta Th2) foram também detectadas nos pacientes
portadores de tuberculose. Outros estudos ja documentaram a presenca de linfécitos
Th2 no sangue periférico de pacientes com tuberculose. Surcel et al., 1994,
estimulando in vitro células mononucleares de sangue periférico com antigenos
micobacterianos, demonstrou que pacientes com tuberculose apresentaram um
aumento no numero de células secretando IL-4 quando comparado com células de
individuos saudaveis (PPD+), enquanto o numero de células secretando IFN-y foi
semelhante entre os dois grupos. Em 1994, Sanches et al. demonstraram, usando
células da circulacao periférica estimuladas com PPD, que pacientes com
tuberculose apresentavam um padrdo de resposta Th2, enquanto individuos
saudaveis PPD positivos apresentavam um padrdo de resposta do tipo Thi.
Recentemente, van Crevel e colaboradores encontraram um aumento significativo
na producdo de IL-4 por linfocitos T circulantes de pacientes com tuberculose

pulmonar cavitdria quando comparados ao grupo com tuberculose n&o cavitéria,
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sendo que a producao de IL-4 nos dois grupos foi significativamente maior que a
detectada nos individuos saudaveis (VAN CREVEL et al., 2000). Em um outro
trabalho, os pesquisadores estudaram o0s segmentos pulmonares afetados,
radiograficamente definidos, em pacientes com tuberculose pulmonar cavitaria, e
concluiram que a tuberculose pulmonar cavitaria exibe uma resposta Th2
predominante. Esses dados sdo consistentes com aqueles disponiveis para outras
doengas infecciosas, como a hanseniase e a leishmaniose, em que linfocitos Th2
sao associados a uma forma mais grave da doencga. Assim, é possivel que o
desenvolvimento de uma resposta Th2 possa estar relacionado com a auséncia de
uma resposta protetora na patogénese da tuberculose.

A citocina IL-10 é uma importante mediadora da supressao causada por células T
reguladoras em alguns, mas nao todos, sistemas experimentais (SAKAGUCHI,
2004). Scott-Browne et al., 2007, estudaram a producdo de IL-10 apds estimulo
policlonal de células T reguladoras retiradas do pulméao e de linfonodos pulmonares
de camundongos C57BL/6 infectados com M. tuberculosis (cepa H37Rv). Os autores
observaram que nao houve producao de IL-10 por essas células, sugerindo que a
producao de IL-10 ndo seja o0 mecanismo utilizado por células T reguladoras para
mediar a imunodepressao na tuberculose em camundongos C57BL/6 (SCOTT-
BROWNE et al.,, 2007). Entretanto, outras vias supressivas como a producao de
TGF-B e o mecanismo de privagcdo de citocinas podem estar envolvidos. Dessa
forma, a produgéo de IL-10 detectada em sobrenadantes de cultura de sangue total
de pacientes com tuberculose estimulada com filtrado de cultura de M. tuberculosis
neste trabalho pode ter sido proveniente do desenvolvimento de uma resposta
antimicobacteriana do tipo Th2, e ndo da agao de células T reguladoras presentes
nesses pacientes.

A analise da producao de citocinas no grupo de pacientes com tuberculose pulmonar
associada a infeccao por helmintos intestinais mostrou que a secrecao de todas as
citocinas investigadas nesse grupo, foi significativamente reduzida, a excecao de
IFN-y, tanto em comparagédo ao grupo TB quanto em comparagdo ao grupo de
individuos saudaveis positivos para o teste tuberculinico (PPD+). Apesar de a
producado de IFN-y pelo grupo com tuberculose e helmintiase apresentar um valor

médio inferior ao do grupo TB, essa diferenca nao foi significativa.
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A citocina IL-2 é o principal mediador de proliferacdo e diferenciacdo de células T
ativadas, sendo, por isso, considerada um fator de crescimento de células T. Sua
secrecao € estimulada em células T apds o reconhecimento de antigenos por essa
célula (JANEWAY et al,. 2005). A importancia dessa citocina para o desenvolvimento
da resposta imunitaria adaptativa é bem ilustrada pelo uso de medicamentos
imunossupressores para evitar a rejeicao de transplantes. Esses medicamentos
inibem a producao de IL-2 e a sinalizagdo por meio dela para suprimir uma resposta
imunitaria indesejada (JANEWAY et al,. 2005). A producado da citocina IL-2 pelos
individuos do grupo TB + HELM apresentou-se significativamente reduzida em
comparagao a produgdo pelos individuos dos grupos TB e controle e essa reducéo
se manteve significativa durante as semanas 4 e 16 apds o tratamento, voltando a
apresentar uma valor préximo ao do grupo controle apenas na semana 24. O
impacto da diminuicdo na secrecao de IL-2 sobre a resposta imunitaria adaptativa
pode ser observado quando a analisamos a producao das demais citocinas (IFN-y,
TNF-a, IL-4, IL-5 e IL-10), todas apresentaram uma reducado em relagdo aos grupos
TB e controle. Portanto, nossos resultados sugerem que a ocorréncia conjunta de
infecgé@o por helmintos intestinais possa determinar/estimular um estado de hipoergia
em pacientes com tuberculose pulmonar. Dados anteriores demonstram que a
ativacao persistente do sistema imunitario durante a helmintiase intestinal ocasiona
uma deficiéncia na transducdo de sinais em células da resposta imunitaria

resultando em hiporresponsividade e anergia (BORKOW et al, 2000).
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6. CONCLUSAO

Consideracoes finais

1. Pacientes portadores de tuberculose pulmonar apresentam uma reducao nos
numeros de linfécitos totais e linfécitos T CD4* e T CD8", circulantes, em relagéo
a individuos clinicamente saudaveis.

2. Pacientes com tuberculose pulmonar apresentam uma reducdo nas
concentragcées de células NK e NKT na circulagdo periférica em relacdo a
individuos saudaveis. Por outro lado, quando ha a ocorréncia concomitante de
tuberculose pulmonar e helmintiase intestinal, as concentragbes dessas células
sdo aumentadas.

3. Pacientes portadores de tuberculose pulmonar associada a infeccao por
helmintos intestinais apresentam um aumento significativo na freqiéncia de
células T reguladoras na circulagdo periférica, quando comparados a individuos
saudaveis e a individuos com helmintiase sem tuberculose. Esses pacientes
apresentam, também, uma tendéncia a uma maior freqiéncia dessas células em
relacdo aos pacientes com tuberculose pulmonar e sem helmintiase. Dessa
forma, concluimos que a associagdo entre duas infecgbes crbnicas, como a
tuberculose e a helmintiase, pode induzir uma expansao mais acentuada de
células T reguladoras daquela observada na ocorréncia de uma dessas infec¢oes
isoladamente.

4. A utilizacdo dos fendtipos CD4*CD25"°" e CD4*CD25"“"Foxp3* para a
identificacdo de células T reguladoras na tuberculose pulmonar mostra
resultados semelhantes. A identificacdo dessas células baseada na expressao de
CD127 nao apresentou correlacdo com os marcadores de células T reguladoras
supracitados.

5. Apesar de secretarem IL-2, IFN-y e TNF-a em niveis semelhantes aos de
individuos saudaveis com teste tuberculinico positivo (PPD+), pacientes com
tuberculose pulmonar também secretam IL-4, IL-5 e IL-10 apds estimulo de
sangue total com filtrado de cultura de M. tuberculosis, apresentando um perfil de
resposta imunitaria com caracteristicas mistas entre o padrdo de resposta do tipo
Th1 e Th2.
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6. Acreditamos que a presenca de helmintiase intestinal em pacientes portadores
de tuberculose pulmonar possa induzir um estado de hipoergia nesses
individuos, como pode ser observado através da reducado significativa na
presenca das citocinas IL-2 e TNF-a em sobrenadantes de culturas de sangue
total estimuladas com filtrado de cultura de M. tuberculosis de pacientes do grupo
TB + HELM quando comparados aos grupos TB e controle.

CONCLUSAO
Finalmente, nossos dados confirmam dados anteriores sobre o impacto negativo da

presenga de infeccdo por helmintos intestinais em pacientes portadores de

tuberculose pulmonar.
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