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RESUMO

INTRODUGCAO: A tuberculose (TB), doenca infectocontagiosa causada por Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), é um grave problema de salde publica. Estudos da resposta imune a
infeccdo pelo Mtb, nas Gltimas décadas, tém sido baseados na resposta mediada pelos antigenos
peptidicos micobacterianos. Evidéncias acumuladas tém sugerido o papel dos lipidios como
componente essencial para a imunopatogénese da TB. No entanto, ainda sdo escassas as
informacgdes sobre as respostas de células T aos lipidios do Mtb em uma perspectiva
populacional e com base nos individuos com TB ativa, infeccdo latente e naqueles nédo
infectados. As informacdes obtidas nesse estudo podem ser Uteis para a identificacdo de
marcadores diagnosticos e no estudo de vacinas para TB. OBJETIVOS: Avaliar as respostas
funcionais das subpopulagdes de células T responsivas aos lipidios do Mtb em pacientes com
TB pulmonar, bem como em individuos saudaveis com infeccdo latente pelo Mtb ou nédo
infectados. METODOLOGIA: Pacientes com diagnéstico de TB pulmonar, contatos
domiciliares, infectados ou ndo pelo Mtb e individuos sem histérico de contato foram incluidos
no estudo. Células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram descongeladas e
incubadas in vitro com o extrato lipidico total do Mtb por 18 horas e marcadas com anticorpos
para deteccdo de marcadores de superficie celular (anti-CD4, CD8, CD45RO0) e de proteinas
intracelulares (anti-IFNy, TNF-a, IL-10 e Granzima B) para analise por citometria de fluxo.
Sobrenadantes de cultura foram utilizados para quantificar os niveis de IFN-y, TNF-a e IL-10.
RESULTADQOS: Entre janeiro de 2021 e janeiro de 2022, 73 individuos foram recrutados e
incluidos para estudo. Destes, 13 individuos com TB ativa (TB), nove individuos com
tuberculose latente (TBL), 12 individuos contatos domiciliares com IGRA negativo (CSC) e 12
individuos ndo contatos domiciliares (CSNC) foram elegiveis para analise. Observamos uma
maior frequéncia global de linfocitos T CD8", e principalmente, os linfécitos T CD8" em CMSP
de individuos com TB ativa. Os lipidios induziram maior expressdo de IFN-y e TNF-a. somente
por linfécitos T CD4* de contatos domiciliares ndo infectados. Curiosamente, somente
linfocitos T CD8" de individuos com TB foram capazes de responder in vitro aos lipidios
mediante producdo de TNF-a, IL-10 e Granzima B. Os lipidios do Mtb ndo foram capazes de
modular a producdo de IFN-y e IL-10 em sobrenadante de cultura na maioria dos grupos
avaliados. Em contrapartida, foram capazes de induzir a producdo TNF-o em todos os grupos.
CONCLUSOES: Os dados mostraram que a resposta dos linfécitos T ao extrato lipidico do
Mtb ndo foi capaz de distinguir os grupos avaliados no estudo, apds 18 horas de cultura. No
entanto, os lipidios parecem ser bons indutores de IFN-y e TNF-a por linfocitos T CD4+, bem
como, na expressdo de TNF-a, IL-10 e Granzima B por linfécitos T CD8hi de individuos com
TB. Por fim, os lipidios sdo bons indutores de citocinas por CMSP, e essa resposta pode ser
explorada em estudos de avaliacdo da resposta imunopatolégica da TB.

Palavras-chave: Tuberculose. Mycobacterium tuberculosis. Lipidios. Linfdcitos T.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Tuberculosis (TB), an infectious disease caused by Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), is a serious public health problem. Studies of the immune response to Mtb
infection in recent decades have been based on the response mediated by mycobacterial peptide
antigens. Evidence has suggested the role of lipids as an essential component in the
immunopathogenesis of tuberculosis. However, information on T cell responses to Mtb lipids
from a population perspective and based on individuals with active TB, latent infection and
those uninfected is still scarce. The information obtained in this study may be useful for the
identification of diagnostic markers and in the study of TB vaccines. OBJECTIVE: To
evaluate the functional responses of Mtb lipid-responsive T cell subpopulations in patients with
pulmonary tuberculosis as well as in healthy individuals with latent Mtb infection or uninfected.
MATERIAL AND METHODS: Patients with pulmonary TB, household contacts, whether
Mtb infected or uninfected, and individuals without history of contact were enrolled in this
study. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were thawed and incubated in vitro with
Mtb total lipid extract for 18 hours and stained with antibodies to detect cell surface markers
(anti-CD4, CD8, CD45R0) and intracellular proteins (anti-IFN-y, TNF-a, IL-10 and Granzyme
B) for analysis by flow cytometry. Culture supernatants were used to quantify the levels of IFN-
Y, TNF-a and IL-10. RESULTS: Between January 2021 and January 2022, seventy-three
participants were recruited and enrolled for this study. Of these, thirteen patients with active
TB (TB), nine patients with latent TB (LTB), twelve IGRA-negative household contact
individuals (CHC) and twelve non-household contact individuals (NCHC) were eligible for
analysis. We observed a higher proportion of CD8* T lymphocytes, and especially CD8" T
lymphocytes in PBMC from individuals with active TB. Lipids induced higher expression of
IFN-y and TNF-a only by CD4" T lymphocytes from uninfected household contacts.
Interestingly, only CD8" T lymphocytes from TB individuals were able to respond in vitro to
lipids by producing TNF-a, IL-10 and Granzyme B. Mtb lipids were not able to modulate IFN-
v and IL-10 production in culture supernatant in most groups evaluated. However, they were
able to induce TNF-o production in all groups. CONCLUSION: The data showed that the
response of T lymphocytes to the lipid extract of Mtb was not able to distinguish the groups
evaluated in the study, after 18 hours of culture. However, lipids seem to be good inducers of
IFN-y and TNF-a by CD4" T lymphocytes, as well as the expression of TNF-a, IL-10 and
Granzyme B by CD8" T Ilymphocytes from individuals with TB. Finally, lipids are good
inducers of cytokines by PBMC, and this response can be explored in studies evaluating the
immunopathological response of TB.

Keywords: Tuberculosis. Mycobacterium tuberculosis. Lipids. T lymphocytes.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose (TB), doenca infectocontagiosa causada por Mycobacterium tuberculosis
(Mtb), € um grave problema de satde publica. Em 2020, estima-se que 10 milhdes de pessoas
adoeceram e cerca de 1,5 milhdes de dbitos foram notificados (OMS, 2021). O Brasil esta entre
0s 30 paises com maior incidéncia de TB no mundo, sendo 0 19° pais em numero de casos da
doenca (OMS, 2021). Na Bahia, segundo o sistema de informacéo de agravos de notificacdo
(SINAN), foram registrados 3.936 casos confirmados de TB. Dentre esses, Salvador notificou
quase 1,4 mil casos (35%) (BRASIL, 2021).

Atualmente, os estudos da resposta imune a infeccdo pelo Mth tém sido focados na
resposta mediada pelos antigenos peptidicos micobacterianos apresentados aos linfécitos T via
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC). Dentre esses, proteinas do
Mtb, como ESAT-6 (do inglés, ESAT-6 secretion system 1), CFP-10 (do inglés, 10 kDa culture
filtrate antigen), Ag85, DosR, TB10.4 sdo amplamente estudadas, e utilizadas para avaliar a
resposta de linfécitos T ao M. tuberculosis (LINDESTAM ARLEHAMN et al., 2014) e no
estudo de candidatos vacinais para TB (YUK; JO, 2014; QIAN et al., 2020). Estudos mostraram
uma evidente resposta de linfécitos T CD4" e CD8" produtoras de citocinas ap6s estimulo com
ESAT-6, CFP-10 e Ag85 do Mtb em CMSP de pacientes com TB ativa (CACCAMO et al.,
2009, 2010; SUTHERLAND et al., 2009). Além disso, esses antigenos induziam perfis
fenotipicos e funcionais distintos dos linfécitos T CD4* e CD8" entre TB e infeccdo latente
(HARARI et al., 2011; ROZOT et al., 2013). Apesar da resposta imune induzida pelos
antigenos peptidicos ser importante, a resposta imune ao Mtb é iniciada a partir da interaco
das células imunes com o parede celular do bacilo, constituida principalmente por carboidratos
e lipidios.

O M. tuberculosis possui uma parede celular rica em lipidios e parte do seu genoma é
dedicado a producdo de enzimas relacionadas com a biossintese e degradagdo destas moléculas
(COLE et al., 1998). Mais de 5.000 espécies lipidicas ja foram descritas no Mtb
(KARAKOUSIS; BISHAI; DORMAN, 2004; LAYRE et al., 2011), muitas delas tém sido
associadas a atividade de macréfagos, producao de citocinas e formagéo do granuloma. De fato,
macrofagos estimulados por dimicolato de trealose (TDM) produziam 6xido nitrico, TNF-a e
CXCL2 (ISHIKAWA et al., 2009). Além disso, a regulacdo desses lipidios na parede celular
do Mtb parece contribuir na persisténcia do bacilo na infeccdo, através da inibigdo da producao
de IL-12 por células dendriticas e apoptose em macrofagos (NIGOU et al., 2002), inibicdo da
biogénese fagolisossomal e fagocitose em macrofagos (GOREN et al., 1976; PABST et al.,
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1988). Embora reveladores, ainda séo escarcas as informacdes sobre as respostas de células T
aos lipidios do Mth. Além disso, os estudos acima ou foram baseados em cepas de Mtb
geneticamente modificadas ou ndo avaliaram as respostas imunes induzidas pelos lipidios do
Mtb em uma perspectiva populacional e com base nos individuos com TB ativa, com infec¢do
latente da tuberculose (ILTB) e naqueles ndo infectados. Uma abordagem baseada nessas
populacbes aumentaria a nossa compreensdo sobre o papel dos lipidios do Mth na
imunopatologia da TB.

A avaliacdo das respostas induzidas pelos lipidios do Mth tem mostrado o papel dessas
moléculas em modular as respostas imunes inata e adaptativa do hospedeiro. Petrilli e
colaboradores (2020) mostraram que mudancas na composicao de lipidios na parede celular do
Mtb sdo responsaveis por induzir ou modular negativamente a resposta inflamatdria em
macrofagos murinos. Em um modelo de co-cultura, macrofagos pré-estimulados com os
lipidios apolares também estimularam o aumento de células T autélogas duplo negativas (CD3"
CD4 CD8) em CMSP de individuos saudaveis, e 0 aumento da frequéncia de células T CD8"
produtoras de TNF-a em células de individuos com tuberculose pulmonar. A producdo de TNF-
a por células T CD8" nédo foi observada nos individuos saudaveis (PETRILLI et al., 2020).

Em um outro estudo, células T especificas para acidos micdlicos foram detectadas em
pacientes com TB e ndo em controle saudaveis. Estas células exibiam predominantemente
fendtipo CD4" ou CD8*, e produziam citocinas pré-inflamatérias como IL-2 e IFN-y
(MONTAMAT-SICOTTE et al., 2011). Além disso, o sulfoglicolipidio diacilado (Ac2SGL)
induziu uma maior producao de IFN-y em células CD8" de pacientes com TB e individuos com
prova tuberculinica (PT) positivo, mas ndo em TT negativo (GILLERON et al., 2004).

Nesse sentido, o presente estudo busca caracterizar e comparar a resposta induzida por
lipidios do Mth em células de individuos com TB pulmonar, saudaveis com infeccéo latente e
saudaveis sem infeccdo. As informacGes obtidas nesse estudo podem ser (teis para a

identificacdo de marcadores diagndésticos e no estudo de vacinas para TB.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA

A tuberculose continua sendo umas das principais causa de 6bitos por infec¢bes no
mundo, matando, por dia, cerca de 4000 pessoas. Estima-se que cerca de 25% da populacéo
mundial esteja infectada pelo Mtb e em risco de progresséo para doenca ativa. Em 2020, cerca
de 10 milhdGes de pessoas desenvolveram a doenca ativa e 1,5 milhdes de Obitos foram
notificados no mundo. Além disso, o nimero de casos de TB resistente & medicamentos
continua a aumentar, sendo a doengca que mais mata por resisténcia antimicrobiana (OMS,
2021).

O Brasil continua entre os paises com maiores taxas de incidéncia da TB no mundo
(45/100 mil habitantes por ano) (Figura 1). Em 2020, cerca de 96 mil pessoas desenvolveram a
doenca no pais e quase 8 mil 6bitos foram notificados (OMS, 2021). A Bahia é segundo estado
do nordeste com mais casos de TB. Em 2020, no estado da Bahia foram registrados 3.936 casos
confirmados de TB. Dentre esses, Salvador notificou quase 1,4 mil casos (35%) (BRASIL,
2021).

A pandemia da doenca do coronavirus 2019 (COVID-19) pode agravar esses nUmeros.
Estima-se que a interrupcao do acesso a servicos de diagnostico e tratamento tenham causado
um aumento de cerca de 100 mil ébitos por TB entre 2019 e 2020 (OMS, 2021). Além disso,
cerca de 6,3 milhdes de casos e 1,4 milhdes de Obitos adicionais podem ocorrer até 2025,
implicando em atraso nas metas para fim da TB estabelecidas pela OMS (CILLONI et al.,
2020).
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Figura 1 - Taxas estimadas de incidéncia da tuberculose no mundo em 2020.
Fonte: (OMS, 2021.)
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2.2 TRANSMISSAO E RESPOSTA IMUNE

A transmissdo da M. tuberculosis ocorre apos a inalacdo de particulas contaminadas,
que sdo expelidas por individuos baciliferos através da tosse, espirro ou fala. A quantidade de
bacilos expelidos, tempo de exposi¢do, comorbidades e o estado imunolégico do individuo
exposto séo fatores que afetam o sucesso da transmissdo (MATHEMA et al., 2017; PAI et al.,
2016).

Apos a inalacdo, o Mtb segue até o trato respiratdrio inferior. Nos alvéolos, a primeira
linha de defesa é composta por diversas células fagociticas, como neutrofilos, células
dendriticas e, principalmente, macrofagos alveolares residentes. No primeiro contato, estas
células fagocitam os bacilos. Esse mecanismo é mediado pelos receptores de reconhecimento
de padrées (PRR), como os receptores do tipo toll-like (TLRs), principalmente o TLR-2, TLR-
4 e TRL-9 (MAYER-BARBER; BARBER, 2015). O reconhecimento promove a producdo de
citocinas pro-inflamatorias como interleucina 12 (1L-12), fator de necrose tumoral alpha (TNF-
a), interleucina 6 (IL-6) por estas células (ZUNIGA et al., 2012).

Apéds, Ta fagocitose, os bacilos contidos no fagolisossoma sdo processados e seus
antigenos apresentados via complexo principal de histocompatibilidade da classe | ou Il (MHC-
| ou MHC-II) para linfécitos T CD8" ou CD4" naive nos linfonodos, respectivamente. A
producdo de IL-12 por macrofagos induz a diferenciagdo ao fenétipo T helper 1 (Th1) nos
linfécitos T CD4*, que produzem IFN-y. Esse mecanismo é essencial para o controle da
infeccdo pelo Mtb, pois producdo de IFN-y ativa a capacidade microbicida dos macréfagos
(MOUTINHO, 2011).

No entanto, os macréfagos também podem ser essenciais para persisténcia do patégeno.
Quando infectados, essas células permitem o acesso do Mtb ao intersticio pulmonar apés o
processo de transmigracdo, ao qual resulta na formacdo do granuloma (PAI et al., 2016). Essa
estrutura tem por objetivo conter a disseminacado dos bacilos através de um agregado organizado
de células imunes composto por macrofagos, mondcitos, células dendriticas, fibroblastos,
linfocitos Be T (LUGO-VILLARINO et al., 2013) e, a presenca dessa estrutura € caracteristica
da infecgdo latente pelo Mtb. No entanto, evidéncias demonstraram que as micobactérias
utilizam a formagdo do granuloma para persisténcia da infeccdo e, consequentemente,
proliferacdo e disseminacdo do bacilo no hospedeiro (VOLKMAN et al., 2004; DAVIS;
RAMAKRISHNAN, 2009).

Devido a alguns mecanismos ainda ndo completamente elucidados, o granuloma pode

se romper e acarretar a disseminacao do bacilo ocasionando o desenvolvimento da doenca ativa.
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Fatores associados ao hospedeiro como coinfecgdo pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), e consequente diminuicdo da contagem de linfécitos T CDA4", importantes na
manutencdo do granuloma, estdo envolvidos no rompimento dessa estrutura (BELL,;
NOURSADEGHI, 2018). Além dos linfocitos T CD4*, o papel dos linfécitos T CD8" durante
a infecgdo pelo Mtb tem sido estudado. Essas células possuem capacidade de producdo de
citocinas pro-inflamatérias (IFN-y, IL-2 e TNF-a) e de atividade citolitica via producdo de
granulos citotoxicos, como perforina, granzimas e granulisinas. Em camundongos, a deplecéo
dessas células resultou no aumento da carga bacteriana (VAN PINXTEREN et al., 2000). Além
disso, essa deplecéo resultou na diminuicdo significativa na imunidade induzida pela vacina
Bacille Calmette-Guérin (BCG) em macacos rhesus (CHEN et al., 2009). Apesar de evidéncias
concisas do papel dos linfocitos T CD8" na TB em modelos animais, é dificil determinar a

contribuicdo direta dessas células na protecdo contra TB em humanos.

2.3 RESPOSTA IMUNE CELULAR AOS ANTIGENOS PEPTIDICOS DO M.
TUBERCULOSIS

Os estudos que avaliam a resposta imune ao Mtb tém sido focados na utilizacdo de
antigenos peptidicos micobacterianos. A conclusdo do sequenciamento completo do genoma
do M. tuberculosis em 1998 (COLE et al., 1998) tornou possivel a identificacdo de antigenos
peptidicos especificos para avaliagdo da resposta imunoldgica durante a TB, desenvolvimento
de testes diagnosticos e vacinas.

ESAT-6 e o CFP-10 sdo exemplos dos antigenos proteicos classicos avaliados nos
estudos. Estes antigenos sdo codificados pela regido de diferenca 1 (RD1) do genoma
micobacteriano, especifica do complexo Mycobacterium tuberculosis (MTC) e que esta ausente
no genoma do M. bovis BCG (MAHAIRAS et al., 1996). A potente inducgéo da producdo de
IFN-y por células T é uma das caracteristicas principais desses antigenos, sendo utilizada na
identificacdo da sensibilizacdo pelo M. tuberculosis através dos ensaios de liberacdo de
interferon-gama (IGRA).

Esses antigenos podem induzir assinaturas funcionais distintas em células T entre
individuos com TB ativa, ILTB e ndo infectados. Marin e colaboradores (2013) avaliaram a
resposta de células T CD4" e CD8" em CMSP humano apds estimulo in vitro com trés antigenos
diferentes (CFP-10, PPD e antigeno bruto do Mth). A frequéncia de células T CD4" produtoras
de IFN-y ou TNF-a foi maior em individuos com TB ativa em compara¢do com individuos

saudaveis ndo infectados apds estimulo de CMSP com PPD. No entanto, essa diferenca ndo foi
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observada quando as células foram estimuladas com CFP-10 e antigeno bruto do Mtb (MARIN
et al., 2013). Além disso, CMSP de pacientes com TB ativa também mostraram maior
frequéncia de CD8" totais e policitotoxicas (produtoras de Granzima A e B) apds estimulo com
ESAT-6 e CFP-10 (ROZOT et al., 2013).

Além desses antigenos peptidicos cléassicos, diversos outros antigenos tém sido
avaliados. Meier e colaboradores (2018) identificaram que mais 300 antigenos peptidicos do
M. tuberculosis foram recentemente testados para avaliar a resposta imune na TB. Dentre esses,
antigenos do complexo Ag85, antigenos associados a laténcia e associados a reativacdo do Mtb
foram os mais testados (MEIER et al., 2018). Esses antigenos foram explorados com o objetivo
de identificar resposta celulares especificas ao Mtb nos diferentes estagios da infeccdo
(LINDESTAM ARLEHAMN et al., 2014).

O complexo Ag85 compreende uma familia de antigenos (Ag85A, Ag85B, Ag85C)
secretados pelo Mtb essenciais para sua patogenicidade (KARBALAEI ZADEH BABAKI;
SOLEIMANPOUR; REZAEE, 2017). Esses antigenos induziram proliferagdo de linfocitos T e
producdo de IFN-y em pacientes com prova tuberculinica positiva (LAUNOIS et al., 1994).
Respostas de linfécitos T CD8* especificos de Ag85 também foram observadas em individuos
saudaveis vacinados com BCG ap6s um longo tempo da vacinagéo (SMITH et al., 2000).

Em uma anélise ampla desses antigenos, Rakshit e colaboradores (2017) avaliariam
perfis fenotipicos e funcionais de linfocitos T CD4" especificos dos antigenos DosR, Ag85A/B,
TB10.4, ESAT-6/CFP-10 e PPD entre individuos com TB pulmonar, TB extrapulmonar e com
ILTB. Foi observada uma maior proporcao de linfécitos T CD4" de produtoras de citocinas em
CMSP de pacientes com TB extrapulmonar e ILTB somente quando estimuladas com antigenos
DosR. Para os demais antigenos, essa diferenca so foi observada na quantificacdo de IFN-y em
culturas de sangue total. Além disso, uma maior propor¢do de subpopulacdes de linfocitos T
CD4* de memoria foi observada em individuos com infeccdo latente em comparacdo com
doenca ativa somente quando estimuladas pelos antigenos do complexo DosR (RAKSHIT et
al., 2017). Anteriormente, a produgdo de IFN-y ap6s estimulo in vitro de CMSP com antigenos
de laténcia foi também maior em individuos com prova tuberculinica positivo do que em
pacientes com TB ativa (LEYTEN et al., 2006). Curiosamente, antigenos associados a
reativacdo estimularam somente células isoladas de comunicantes domiciliares a produzirem
IFN-y em comparagdo com pacientes com TB ativa (CHEGOU et al., 2012).

Apesar de interessante, esses dados exploram somente uma classe de antigenos do Mtb
na resposta de células T. No entanto, a interacdo bactéria-hospedeiro compreende outras classes

de antigenos como lipidios e carboidratos.
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2.4 LIPIDIOS DO MTB

2.4.1 Parede celular do Mtb

A composigdo da parede celular do M. tuberculosis é uma caracteristica Unica entre
bactérias (Figura 2). Ela pode ser caracterizada em duas camadas: inferior e superior. A camada
inferior é formada por um complexo de ligacdo de moléculas chamado micolil-
arabinogalactano-peptidoglicano (mAGP), que forma o nucleo da parede celular. A camada
superior é composta por lipidios livres como dimicocerato de fitiocerol (PDIM), dimicolato de
trealose (TDM), sulfolipidios (SL), lipoglicanos, &cidos micdlicos livres (BRENNAN, 2003).
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Figura 2 - Representacdo esquematica da parede celular do M. tuberculosis.
Fonte: (PARK; BENDELAC, 2000)

Esses lipidios compdem cerca de 40% do peso seco do Mth. Além disso, parte do
genoma do Mtb é dedicado a producdo de enzimas envolvidas na biossintese e degradacao
dessas moléculas. Estima-se que sdo encontradas mais de 5000 espécies lipidicas no Mtb, ao
qual a localizacdo destas moléculas na parede celular permite o reconhecimento por células
imunes (KARAKOUSIS; BISHAI; DORMAN, 2004; LAYRE et al., 2011).
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2.4.2 Lipidios envolvidos na imunopatogénese da TB

Durante a fase inicial da resposta imune contra o M. tuberculosis, as células fagociticas
residentes no pulmdo — macrofagos e células dendriticas — reconhecem os lipidios da parede
celular do Mtb através dos receptores TLR-2 e TLR-4. Os lipidios, como o dimicolato de
trealose, os sulfolipidios, acidos micolicos, lipoglicanos e o dimicocerato de fitiocerol séo
exemplos de padrdes moleculares associados a patdégenos (PAMPS) reconhecidos durante a
resposta imune inicial. O papel desses lipidios na imunopatogénese da TB tem sido avaliado
em estudos com cepas mutantes do Mtb e/ou em modelos murinos.

O TDM ¢ um glicolipidio presente em cepas virulentas do Mtb, sendo anteriormente
denominado fator corda. Esta molécula € descrita como fator de viruléncia durante a infecgédo
pelo Mtb. Os primeiros estudos com o TDM mostraram que a injecdao parenteral foi toxica
(BLOCH, 1950) e induziu uma resposta granulomatosa em pulmdes de camundongos
(BEKIERKUNST, 1968). De fato, Ishikawa e colaboradores (2009) mostraram que a ativacao
da lectina tipo C (Mincle) por TDM estimulou macrofagos a produzirem 6xido nitrico, TNF-a
e CXCL2, que culminou na formacéo de granuloma (ISHIKAWA et al., 2009). Além disso,
metaloproteinases de matriz (MMPs), envolvidas na formacao de granulomas, foram reguladas
positivamente apds estimulo de macrofagos derivados da medula 6ssea de camundongos com
microesferas revestidas com TDM (QUIDING-JARBRINK; SMITH; BANCROFT, 2001).

Além de ser importante para a formacdo do granuloma, o TDM é uma fonte essencial
para sintese de &cidos micoélicos (AM), a partir da sua hidrélise (YANG et al., 2014). Os AM
sdo os lipidios mais abundantes da parede celular do Mtb, no qual se apresentam em trés classes
distintas (alfa-AM, keto-AM e methoxy-AM) (BARRY Il et al., 1998). A guantidade dessas
classes na parede celular parece influenciar na regulacdo da persisténcia do Mtb durante a
infeccdo. Estudos anteriores mostraram que a diferenca relativa na quantidade das classes keto
e methoxy influenciam o crescimento do Mtb em macrofagos (YUAN et al., 1998) e a auséncia
destas moléculas esta relacionada com atenuagdo bacteriana intracelular (DUBNAU et al.,
2000). De fato, o Mtb possui um transportador putativo microbiano - Mcel- que possivelmente
estd envolvido na importacdo de acidos graxos na parede celular. Cepas com interrupcdo no
operon Mcel acumulam mais AM na parede celular do que cepas selvagens (CANTRELL et
al., 2013; FORRELLAD et al., 2014). Além disso, a cepa mutante tornou-se hipervirulenta,
sendo incapaz de induzir uma resposta pro-inflamatoria e a formacéo de granuloma organizado
em camundongos (SHIMONO et al., 2003).
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Os lipoglicanos ligados a parede celular, como o lipomanano (LM), Lipoarabinomanano
(LAM), Lipoarabinomanano manosilado (ManLAM) e o fosfatidilinositol manosideo (PIM)
sdo outros lipidios que desempenham papel essencial na imunopatogénese da TB. Essas
moléculas induzem respostas imune distintas durante a infec¢cdo pelo Mtb. A LM, mas ndo PIM,
induz a producdo de IL-12 e apoptose em macrofagos (DAO et al., 2004). No entanto, LAM
inibe a producdo de IL-12 por células dendriticas e a apoptose de macrofagos contribuindo para
sobrevivéncia do bacilo (NIGOU et al., 2002). Além disso, LM é um forte indutor da resposta
inflamatdria, a partir da producéo de citocinas como TNF-a e 1L-12 e a expressdo de moléculas
co-estimulatérias (QUESNIAUX et al., 2004).

O M. tuberculosis utiliza a via da p-oxidacdo para sintetizar lipidios em resposta as
condicdes de estresse durante a infeccdo (MENDUM et al., 2015). Sulfolipidios (SL),
dimicocerato de fitiocerol (PDIM), diaciltrealose (DAT) e poliaciltrealose (PAT) sédo produtos
originados desta via metabdlica. Os SL constituem uma das classes de lipidios mais importantes
na parede celular do M. tuberculosis. Estas moléculas sdo encontradas somente em algumas
cepas patogénicas do Mtb, possibilitando ser um importante alvo no estudo de biomarcadores
da TB. O papel do sulfolipidio-1 (SL-1) — principal componente da classe - e seu precursor, 0
sulfolipidio diacilado (Ac.SGL) tem sido relacionado com uma resposta imune tardia. A
avaliacdo de cepas mutantes para genes envolvidos no transporte dessas moléculas demonstrou
que o Mtb se multiplica independente da producdo de SL-1 (CONVERSE et al., 2003) e a
acumula Ac2SGL na parede celular com a interrupgdo do gene mmpL8 (DOMENECH et al.,
2004). No entanto, seu papel na imunopatogénese da TB € controverso. Estudos anteriores
mostraram o SL-1 inibe a formacdo do fagolisossomos em macrofagos peritoneais de
camundongos e, reduz a fagocitose e a producédo de IL-1 em macrofagos (GOREN et al., 1976;
PABST et al., 1988).

O PDIM também tem sido relacionado com reducdo da atividade microbicida dos
macrofagos e na regulacdo da resposta imune. Astarie e colaboradores (2009) mostraram que
PDIM interfere na fagocitose e bloqueia a acidificacdo do fagolissomos, contribuindo com a
persisténcia do bacilo (ASTARIE-DEQUEKER et al., 2009). Além disso, 0 Mth mutante com
deficiéncia na producdo de PDIM, teve menor taxa de replicacdo e ndo foi capaz de formar
granuloma (GOREN; BROKL; SCHAEFER, 1974).



26

2.4.3 Papel dos lipidios na resposta imune da TB

Atualmente, os estudos da resposta imune a infeccdo pelo Mtb em humanos tem sido
focado na resposta mediada pelos antigenos peptidicos micobacterianos apresentados aos
linfocitos T via moléculas do MHC (JAMES; SESHADRI, 2020). Entretanto, as células T
também podem reconhecer antigenos lipidios (Figura 3), a medida que formam complexos
estaveis com moléculas apresentadoras pertencentes a familia de proteinas CD1 (DE LIBERO;
MORI, 2014; ROSAT et al., 1999). As 5 isoformas de CD1 (CD1la, CD1b, CD1c, CD1d e
CD1e) séo classificadas por diferenca estrutural, e sua distribuicao celular e tecidual. Os lipidios
do Mtb sdo apresentados pelas moléculas do grupo 1 (CD1a, CD1b e CD1c), incluindo os
acidos micélicos, lipoglicanos, sulfolipidios (DE LIBERO; MORI, 2005, 2014; JAMES;
SESHADRI, 2020).
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Figura 3 - Representacdo esquematica da apresentacdo de antigenos lipidicos para linfécitos T
especificos a CD1.
Fonte: (SIDDIQUI; VISVABHARATHY; WANG, 2015)

Os primeiros lipidios identificados capazes de estimular células T foram os &cidos
micolicos (AM). Estudos anteriores demonstraram que estes lipidios podem ter um papel
importante na resposta de células T em individuos com TB. Células T especificas para AM

foram detectadas em pacientes com TB e ndo em controle saudaveis. Estas células exibiam
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predominantemente fenétipo CD4* ou CD8", e produziam citocinas pré-inflamatérias como IL-
2 e IFN-y (MONTAMAT-SICOTTE et al., 2011). Os AM ainda podem ser cruciais para
antigenicidade de outros antigenos lipidicos, como o monomicolato de glicerol (GroMM).
Layre e colaboradores (2009) observaram que a resposta induzida por GroMM em células T €
dependente da ligacéo de &cidos micolicos de cadeia longa, sugerindo que esta ligacao ajuda na
formacdo de um complexo mais estavel na apresentacdo antigénica desse lipidio (LAYRE et
al., 2009).

Os AM também estdo ligados a outros lipidios, como o dimicolato de trealose. O TDM
é um glicolipidio presente em cepas virulentas do Mtb. Esta molécula também é descrita como
fator de viruléncia durante a infeccdo pelo Mtb, sendo envolvida em diversos efeitos
imunomoduladores como atividade quimiotatica de células imunes, ativacdo de macrofagos que
culmina em resisténcia a outros patdgenos intracelulares, inibicdo da formacéo do fagolissomos
etc (KARAKOUSIS; BISHAI; DORMAN, 2004). No entanto, os efeitos gerados pelo TDM na
resposta imune durante a infeccéo pelo Mthb em humanos ainda precisam ser elucidados.

Os sulfolipidios (SL) constitui uma das classes de lipidios mais abundante na parede
celular do M. tuberculosis. Em humanos, o Ac2SGL induziu uma maior producéo de IFN-y em
células CD8" de pacientes com TB e individuos com TT positivo, mas ndo TT negativo
(GILLERON et al., 2004). O liporabinomanana (LAM), lipoglicano ligado a parede celular,
também induzem a producéo de IFN-y em 65% dos individuos com TT positivo avaliados.
Enquanto, somente 36% dos individuos TT positivos responderam ao Ac2SGL (BUSCH et al.,
2016). O LAM se mostrou ainda capaz de estimular maior frequéncia de células T
policitotdxicas (produtoras de granzima B, perforina e granulisinas) em CMSP de individuos
TT positivo, e ndo de individuos curados da TB (BUSCH et al., 2016). Estes dados sugerem
um importante papel destes lipidios durante a infec¢do pelo Mtb.

A avaliacdo da resposta imune induzida pelo extrato lipidico total do Mtb tem sido
estudada. Petrilli e colaboradores (2020) identificaram que o extrato lipidico do Mtb foi capaz
de estimular somente a proliferacdo de células T duplo negativas (CD3* CD4" CD8") em
individuos saudaveis e o aumento da frequéncia de células T CD8" produtoras de TNF-0. em

individuos com tuberculose pulmonar (PETRILLI et al., 2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as respostas funcionais das subpopulagdes de células T responsivas aos lipidios
do Mtb em pacientes com tuberculose pulmonar, comparados com individuos saudaveis com

infeccdo latente pelo Mtb ou nédo infectados.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Caracterizar fenotipicamente as subpopulacoes de células T CD4*, CD8*e CD3* CD4"
CD8 DN (duplo-negativas), em células mononucleares do sangue periférico na
populagéo de estudo;

I. Avaliar a producédo de IFN-y, TNF-a, IL-10 e Granzima B por células T CD8" ap0s
estimulo com lipidios do Mtb nos grupos de estudo;
I1l. Avaliar a producao de IL-10, TNF-a e IFN-y por células T CD4" e DN apés estimulo
com lipidios do Mtb nos grupos de estudo;
IV. Auvaliar a produgéo de IL-10, TNF-a, IFN-y e Granzima B em sobrenadante de cultura
de CMSP apos estimulo com lipidios do Mtb;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DE ESTUDO

O estudo foi conduzido no Hospital Especializado Octavio Mangabeira (HEOM)
reconhecido como centro de referéncia para doencas respiratorias, localizado no bairro Pau
Miudo em Salvador, Bahia. O hospital pertence ao distrito sanitario da Liberdade, rede pablica
de satde do Estado da Bahia. As andlises laboratoriais foram realizadas no Instituto Gongalo
Moniz, unidade da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) do estado da Bahia, localizado no

distrito sanitario de Brotas em Salvador - BA.

4.2 POPULACAO DO ESTUDO

Os participantes do estudo pertenciam a quatro grupos (Figura 4): Grupo 1 (TB),
individuos com TB pulmonar confirmados (suspeita clinica da TB associado com resultado
positivo no teste molecular GeneXpert MTB/RIF (Cepheid); e/ou resultado positivo na pesquisa
direta do bacilo alcool acido resistente (BAAR) no escarro, e/ou resultado positivo na cultura
microbioldgica do escarro; Grupo 2 (TBL), individuos infectados pelo M. tuberculosis,
confirmados pelo resultado positivo no Ensaio de Liberagdo de IFN-y (do inglés Interferon-
gamma release assay — IGRA) através do kit comercial QuantiFERON® TB Gold-Plus in Tube
e, sem sinais clinicos de TB pulmonar; Grupo 3 (CSC), individuos saudaveis ndo infectados
pelo M. tuberculosis, confirmados pelo resultado negativo no IGRA; Grupo 4 (CSNC),
individuos saudaveis sem histérico de contato domiciliar com pacientes com TB pulmonar. Os
individuos do grupo 2 e 3 foram identificados entre os contatos domiciliares dos pacientes com
TB pulmonar. Foram considerados contatos domiciliares, todos aqueles que convivem no
mesmo domicilio, ou que relatam, 100 horas de contato com paciente bacilifero. S&o critérios
de ndo-incluséo para o estudo: individuos com evidéncia de TB extrapulmonar; individuos em
uso de corticosteroides; co-infectados com HIV; menores de 18 anos ou maiores de 65 anos; e

com resultado indeterminado no IGRA.
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Populacao de estudo

Individuos com sintomas caracteristicos de
TB pulmonar, contatos domiciliares e
individuos sem histérico de contato.

Consentimento em participar do estudo
Assinatura do TCLE

__________________

Coleta de sangue

L. N | -
Sintomatico respiratério Contatos domiciliares Nao-contatos domiciliares

IGRA
TRM-TB (+) IGRA (-)

GRUPO 1 GRUPO 2 Grupo 3 GRUPO 4
T8 TBL csc CSNC

Figura 4 - Fluxograma de recrutamento do estudo. TB: tuberculose; TCLE: termo de consentimento livre
e esclarecido; TRM-TB: Teste Rapido Molecular para Tuberculose (Positivo); IGRA: ensaio de liberacdo
de interferon gama (Negativo); ILTB: infeccdo tuberculosa latente; CSC: Controle Saudavel Contato;
CSNC: Controle Saudavel Nao-contato.

Fonte: Autoria propria

4.3 CONSIDERACOES ETICAS

O estudo faz parte do projeto intitulado “Explorando as respostas mediadas por lipidios
para o desenvolvimento de uma nova ferramenta diagnostica para Tuberculose”. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto Gongalo Moniz (IGM) —
FIOCRUZ, conforme o CAAE N° 76009417.9.0000.0040. Seguindo as normas basicas do CEP,

resolucéo 466/12, todos os participantes do estudo foram esclarecidos verbalmente e por escrito
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sobre o objetivo do trabalho, os procedimentos que serdo realizados e forma de contato com
coordenador do estudo.

Todos os participantes atestaram a sua concordancia com o estudo através da leitura e
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Os termos assinados estdo
sob a guarda do coordenador da pesquisa, armazenados na instituicdo onde estdo sendo feitas
as analises. A participacdo no estudo € voluntéria e confidencial. Cada individuo foi
identificado com um codigo, que foi utilizado para assegurar a confidencialidade durante o

estudo.

4.4 ASPECTOS CLINICOS E LABORATORIAIS AVALIADOS

4.4.1 Questionario

Para obtencdo dos dados clinicos e demograficos dos participantes do estudo, um
questionario foi aplicado apds o consentimento e assinatura do TCLE por parte dos individuos
elegiveis do estudo. Dentre as informacdes coletadas estdo:

a) Demogréficas: idade, sexo bioldgico, contato telefénico;

b) Laboratoriais: Resultado do teste rapido molecular e exames laboratoriais
complementares (baciloscopia do escarro, cultura microbiol6gica do escarro, teste
tuberculinico, sorologia para HIV);

c) Clinicas: histdrico de tuberculose prévia ou contato proximo, histérico de uso de drogas
licitas e ilicitas, historico uso de medica¢des concomitantes, historico de vacina¢do com
BCG, sintomatologia da TB (tosse, febre, hemoptise, dispneia), comorbidades (diabetes,

doenca autoimune)

4.4.2 Coleta de sangue

Foi coletado, por puncdo venosa, cerca de 24 mL de sangue dos voluntérios, para
realizacdo dos ensaios laboratoriais do estudo. Cerca de 20 mL de sangue foi coletado em tubos
com heparina (10 mL), que foram destinados a realizagdo do isolamento das células
mononucleares do sangue periférico. Cerca de 4 mL de sangue foram coletados nos tubos
especificos para verificagdo do status de infeccdo pelo Mtb através do kit comercial
QuantiFERON TB Gold-Plus in Tube (QFT-IT; Cellestis, Inc., Carnegie, Australia).
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4.4.3 Isolamento das células mononucleares do sangue periférico

Para isolamento das CMSP, foi realizada a técnica de gradiente de densidade com o
meio Ficoll-Paque. O sangue heparinizado (20 mL), proveniente da coleta por puncéo venosa,
é transferido para um tubo conico do tipo Falcon (50 mL). Em seguida, foi adicionado 20 mL
da solucéo tampao de fosfato salino na concentracgdo de 1x (PBS 1x) no tubo contendo o sangue,
totalizando uma solugdo 40 mL de sangue diluido em PBS 1x. Em outro tubo cénico (50 mL),
foi transferido 10 mL de Ficoll (Histopaque®-1077/Sigma-Aldrich). O sangue diluido em PBS
1x foi transferido, por inverséo, ao tubo contendo Ficoll, e centrifugado por 30 minutos, a
velocidade de 1.500 rotagdes por minuto (RPM), em temperatura ambiente e com minima
desaceleracdo. Apos a centrifugacédo, as células foram coletadas e transferidas para um tubo
Falcon (15 mL). Para remocdo dos residuos de Ficoll, as células foram lavadas por
centrifugacdo trés vezes. As celulas foram ressuspendidas em 1-3 mL de meio RPMI-1640
(Gibco®- Thermo Fisher Scientific) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SBF) e 1%
de antibidtico-antimicotico 100x (Gibco®- Thermo Fisher Scientific). Uma aliquota da CMSP
foi diluida (1/10) em solucéo Trypan Blue (Gibco®- Thermo Fisher Scientific), para contagem
de células viaveis em camara de Neubauer. Apds a contagem, as células foram transferidas para
um criotubo contendo 1mL de solucdo de congelamento (90% de SBF + 10% de DMSO) e

armazenadas em nitrogénio liquido para as analises posteriores.

4.4.4 Estimulo in vitro das CMSP com os lipidios do M. Tuberculosis

Apobs descongelamento, um total de 1 x 10° células/mL foram cultivadas em meio
RPMI-1640 (Gibco®- Thermo Fisher Scientific) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino
(SBF) e 1% de antibidtico-antimicotico 100x (Gibco®- Thermo Fisher Scientific), em placa de
24 pocos pre-sensibilizada com o extrato apolar de lipidios do M. tuberculosis, cepa Erdman,
durante 18 horas a 37°C, 5% de CO? em estufa de cultura. Para o controle ndo estimulado, as
CMSP foram cultivadas em pocos sem a presenca do extrato lipidico. O extrato lipidico

utilizado nesse estudo foi extraido conforme descrito por Petrilli et al, 2020.

4.4.5 Analise das subpopulacdes de linfécitos por Citometria de Fluxo

Apds o estimulo in vitro por 18 horas, 0s sobrenadantes de cultura foram transferidos

para microtubos de 0,6 mL e armazenados a -20°C. As células foram lavadas com solucéo de
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PBS 1x + EDTA a 0,5 M, e incubadas por 30 minutos com 0s seguintes anticorpos para
marcadores de superficie: CD3 (FITC), CD4 (Pacific Blue), CD8 (APC-Cy7), CD45R0O (Alexa
Fluor 700). Apo6s a incubacdo, as células foram lavadas com PBS 1x, e permeabilizadas com
CytoFix/CytoPerm (Becton Dickison ®). Para marcacdo intracelular, as células foram
incubadas por 30 minutos com 0s seguintes anticorpos: Granzima B (APC), IFN-y (PE), TNF-
a (PE) e IL-10 (PE). Apos a Ultima etapa de lavagem, as células foram mantidas em PBS 1x

para aquisicdo no Citdmetro de fluxo convencional (BD LSRFortessa).

4.4.6 Andlise das citocinas do sobrenadante por ELISA

Os sobrenadantes de cultura dos grupos avaliados foram coletados e armazenados a -20
°C para analise de citocinas (IFN-y, TNF-a e IL-10) pelo ensaio de imunoabsorcdo enzimatica
do tipo sanduiche (do inglés — Enzyme-Linked Imunnosorbent Assay). Em resumo, apds
sensibilizacdo das placas de 96 pocos com anticorpo de captura, 100 pL do padrdo e amostras
foram incubadas por 2 horas. Apds esse periodo, 100 pL do anticorpo de deteccdo conjugado a
enzima HRP foi transferido para todos os pocos e incubados por até 1 hora. Finalmente, apds
transferir 100 pL da solucdo substrato, a reacdo enzimatica foi parada com acido sulfarico a
2M. Por fim, a absorbancia foi quantificada por espectrofotometria com laser de 450 nm. Todos
o0s procedimentos foram seguidos de acordo com o protocolo da fabricante (BD Bioscience).

As concentragdes (pg/mL) foram calculadas utilizando a curva padrao.

4.5 PROPOSTA DE ANALISE

Os dados obtidos foram organizados e analisados por meio do programa GraphPad
Prism v. 8.0.1 (GraphPad Inc., San Diego, CA). A analise dos dados obtidos no citdmetro foi
realizada no programa FlowJo™ v. 10.7.1 (TreeStar, San Carlos, CA, USA). A estratégia
utilizada para identificacdo das subpopulacGes foi demostrada na Figura 5. Variaveis
categdricas e numeéricas serdo descritas em tabelas através da frequéncia absoluta (n), relativa
(%); mediana, desvio padréo (DP) ou intervalo interquartil (IQR), respectivamente. Dentre as
variaveis que foram analisadas, destaca-se sexo biologico, idade, resultado da baciloscopia e
cultura microbioldgica do escarro, presenca de cicatriz vacinal etc. Graficos de barras com
pontos de dispersdo foram utilizados para comparar a frequéncia relativa das células (%) e
intensidade média de fluorescéncia (IMF) entre os grupos estudados. O teste Shapiro Wilk foi

utilizado para avaliacéo da distribuicdo dos dados. O teste T ou Wilcoxon foram utilizados para
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analise de até 2 grupos. O teste Kruskal-Wallis ou One Way ANOVA foram utilizados para

comparagdo 3 ou mais grupos e o teste de Dunn para multiplas comparagdes. O nivel de

significancia foi estabelecido para valores de p < 0,05.

TNF-a IL-10 Granzima B
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CD45RO
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CD8
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Controle
Nao Estimulado

Extrato lipidico do
M. tuberculosis

Figura 5 - Estratégia de selecdo das subpopulagcfes de linfocitos T. Apos a exclusdo dos eventos
duplos, os linfécitos foram selecionados mediante tamanho e complexidade celular, sendo
confirmados pela expresséo positiva do CD3. Posteriormente, as popula¢fes de linfocitos Duplo
negativos, CD4 e CD8 totais e de memdria (CD45R0O") foram selecionados, e a expressao de IFN-g,

TNF-a e IL-10 nas amostras ndo estimuladas e estimuladas com extrato lipidico do Mtb.

Fonte: Autoria propria



35

5 RESULTADOS

5.1 FLUXOGRAMA DE RECRUTAMENTO E AVALIACAO DA CARACTERISTICAS
DEMOGRAFICAS E CLINICAS DOS VOLUNTARIOS

Entre janeiro de 2021 e janeiro de 2022, 73 individuos foram recrutados e incluidos no
estudo. Dentre esses, 27 (36,9%) foram excluidos pois apresentaram amostras insuficientes para
analise, diagndstico negativo para TB ativa ou 0 IGRA foi indeterminado. Os individuos
elegiveis para a analise (N=46) foram alocados em quatro grupos, sendo estes: 13 individuos
com TB ativa (TB), nove individuos com tuberculose latente (TBL), 12 individuos contatos
domiciliares com IGRA negativo (CSC) e 12 individuos ndo contatos domiciliares (CSNC)
(Figura 6).

Recrutamento

Populacio de estudo (N=73)
Individuos com sintomas caracteristicos de TB
pulmonar, contactantes domiciliares e ndo contactantes.

Exclusdes
+ Amostras insuficientes (n=15)
+ Diagnostico negativo para TB (n=9)
+ IGRA indeterminado (n=3)

v

Andlise

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
TB (n=13) TBL (n=9) CSC (n=12) CSNC (n=12)

Figura 6 - Fluxograma de recrutamento dos individuos elegiveis.
Fonte: Autoria propria

As principais caracteristicas clinicas e demograficas dos individuos avaliados obtidas
através de questionario foram descritas na tabela 1. Ndo houve diferenca estatistica das
caracteristicas avaliadas entre os grupos, como idade (p=0,0601), vacinacdo com BCG
(p=0,354) e presenca de cicatriz vacinal (p=0,149). No entanto, apesar do recrutamento ter sido
realizado por livre demanda, houve um maior nimero de individuos do sexo masculino no

grupo TB e feminino nos outros (p = 0,021).
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Tabela 1 - Carateristicas clinicas e demograficas dos individuos do estudo.

Caracteristicas clinicas e B TBL CSC CSNC |
demograficas (n=13)  (n=9) (n=12) (n=12)  Vvalorp
Idade, anos (mediana
DP) 333+93 380+79 380+%5)9 29,0+ 8,2 0,062
Sexo bioldgico, n (%)
Masculino 9 (70) 2 (22) 2 (17) 3(25) 0.02°
Feminino 4 (30) 7 (78) 10 (83) 9 (75) ’
Xpert MTB/RIF, n (%)
Positivo 13 (100) - - - -
Negativo 0(0) - - - -
Baciloscopia, n (%)
Negativo 1(8) - - - -
1+ 3(23) - - - -
2+ 0 (0) - - - -
3+ 7 (54) - - - -
NR 2 (15) - - - -
Cultura bacteriolégica, n
(%)
Negativo 0(0) - - - -
1+ 3(24) - - - -
2+ 0(0) - - - -
3+ 5(38) - - - -
NR 5(38) - - - -
IGRA, n (%)
Positivo - 9 (100) 0 (0) 0(0) -
Negativo - 0(0) 12 (0) 12 (0) -
Vacina BCG, n (%)
Sim 12 (92) 9 (100) 9 (75) 12 (100)
Néao 0(0) 0 (0) 1(8) 0 (0) 0,35°
Néo sabe 1(8) 0 (0) 2 (17) 0(0)
Cicatriz BCG, n (%)
Sim 11 (85) 8 (89) 8 (67) 12 (100) 0.14°
Né&o 2 (15) 1(11) 4 (33) 0 (0) ’

TB: Tuberculose; TBL: Tuberculose Latente; CSC: Controle Saudaveis Contatos; CSNC:
Controle Saudaveis Nao Contatos; DP: Desvio padrdo; IGRA: Interferon Gamma Release
Assay; BCG: Bacille Calmette-Guérin; +: Grau de positividade

@ Teste Kruskall-Wallis

b Teste Qui-Quadrado

Fonte: Autoria propria

5.2 AVALIACAO DA FREQUENCIA DE LINFOCITOS T CD4* NAO ESTIMULADOS

A figura 7 representa a analise percentual de linfécitos T CD4" totais (Figura 7A) e de
memoria (Figura 7B) produtores das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-10 ap0s cultura de CMSP sem



37

estimulo. A estratégia para selecdo das subpopulagdes de linfdcitos foi descrita na Figura 5.
Né&o foi observada diferencas estatisticamente significantes nas frequéncias de linfocitos T
CD4" produtores de citocinas entre os grupos avaliados. No entanto, as frequéncias de linfocitos
T CD4" totais e de meméria produtoras de TNF-a (p = 0,05 e 0,08, respectivamente) tenderam

a ser menores em CMSP de individuos com TBL quando comparada as células de individuos

com TB ativa.
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Figura 7 - Anélise da frequéncia de linfécitos T CD4" totais (A) e meméria (B) apds cultura de CMSP
por 18 horas sem estimulo. Os resultados foram representados como mediana + IQR. A significancia
estatistica foi avaliada pelo teste Kruskal Wallis, seguido pelo pos-teste de Dunn. Significancia
considerada foi p<0,05. TB= Individuos com Tuberculose; TBL= Individuos com infecgdo latente;
CSC= Controle Saudavel Contato (N&o infectado); CSNC= Controle Saudavel ndo contato.

Fonte: Autoria propria

5.3 AVALIACAO DA FREQUENCIA DE LINFOCITOS T CD8* NAO ESTIMULADOS

A figura 8 representa a analise percentual de linfécitos T CD8" totais (Figura 8A) e de
memoria (Figura 8B) produtores das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-10 e Granzima B ap06s cultura
de CMSP sem estimulo. Os individuos com TBL apresentaram uma menor frequéncia de
linfocitos T CD8" totais produtores das citocinas IFN-y (p=0,03), TNF-a (p=0,03) e IL-10
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(p=0,01), quando comparado aos individuos com TB ativa e aos controles saudaveis (CSC e
CSNC). Além disso, a frequéncia de linfécitos T CD8" de memdria produtores de TNF-a
(p=0,002) e IL-10 (p=0,0005) em CMSP de individuos com TBL foi quase trés vezes menor do

que em CMSP dos individuos com TB ativa.
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Figura 8 - Analise da frequéncia de linfocitos T CD8* totais (A) e memdria (B) apds cultura de CMSP
por 18 horas sem estimulo. Os resultados foram representados como mediana + IQR. A significancia
estatistica foi avaliada pelo teste Kruskal Wallis, seguido pelo pos-teste de Dunn. Significancia
considerada foi *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. TB= Individuos com Tuberculose; TBL= Individuos
com infeccdo latente; CSC= Controle Saudavel Contato (N&do infectado); CSNC= Controle Saudavel
néo contato

Fonte: Autoria propria

Interessantemente, foram identificadas duas subpopula¢des de linfocitos T CD8*
expressando niveis distintos da glicoproteina CD8 na superficie celular. Essas células foram
classificadas em CD8" e CD8', que foram os linfocitos com alta e baixa expressdo de CD8,
respectivamente. A estratégia para selecdo destas subpopulacdes foi demonstrada na figura 9A.
Como demostrado na Figura 9B e 9C, o grupo TB apresentou uma maior frequéncia de
linfocitos T CD8" totais e CD8" de memaria produtores de citocinas comparado ao grupo TBL.
Essa diferenca foi seis vezes maior nos linfocitos T CD8" totais e memoria produtores de TNF-

0, e cerca de quatro e cinco vezes maior em linfocitos T CD8" totais e de memoéria produtores
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de IFN-y e IL-10, respectivamente. Além disso, apesar de ndo ter tido diferenca estatistica, a
frequéncia das células supracitadas tendeu a ser menor nos grupos controles quando comparado
ao grupo de individuos diagnosticados com TB ativa (p>0,05). Ndo houve diferenca entre os
percentuais dos linfocitos T CD8" totais e de memoéria produtores de Granzima B entre os

grupos avaliados (Figura 9B e 9C).
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Figura 9 - Andlise da frequéncia de linfécitos T CD8" totais (B) e memdria (C) apés cultura de
CMSP por 18 horas sem estimulo. A estratégia de selecdo das subpopulacGes de linfocitos T CD8"
(A). Os resultados foram representados como mediana + IQR. A significancia estatistica foi avaliada
pelo teste Kruskal Wallis, seguido pelo pos-teste de Dunn. Significancia considerada foi *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001. TB= Individuos com Tuberculose; TBL= Individuos com infec¢do latente;
CSC= Controle Saudavel Contato (N&o infectado); CSNC= Controle Saudavel ndo contato

Fonte: Autoria prépria
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5.4 AVALIAC}AOPA FREQUENCIA DE LINFOCITOS T DUPLO-NEGATIVOS (CD3*
CD8 CD4) NAO ESTIMULADOS

Os linfocitos T duplo negativos representam uma pequena subpopulacao de linfécitos T
no sangue periférico (WU et al., 2022). Além disso, pouco estudos realizaram uma avaliacéo
funcional destas células na TB. Como demostrado na figura 10A e 10B, a frequéncia destas
células (totais e de memdria, respectivamente) produtoras de citocinas e Granzima B foi
semelhante entre os grupos avaliados (p>0,05). Curiosamente, embora sem diferenca
significativa, a frequéncia dos linfécitos DN totais produtores de Granzima B em individuos

com TBL tendeu ser 3 vezes menor em compara¢do com o grupo TB (p=0,409).

A
Linfocitos T CD4- CD8"
= 100 = 100 # 100+ g 1007
3 A\ 2 A a3 A v =} )
5 B0 . T S 804 _q "y g 80— a v z 80
N RS Py o Pl Pl
8 60 4 5 60 v S 60+ g 60+ v
£ » £ E a B R
g 40 3 404 I S 40 s 40
i ] 8 ] g g |
£ 20 MEE 3 20+ s 20- ) 204
3 o'. H . H . £ 1
* 0 T T T T = 0 T T T T * 0 T T T T 0-
TB TBL CSC CSNC TB TBL CSC CSNC TB TBL CSC CSNC TB TBL CSC CSNC
IFN-y TNF-a IL-10 Granzima B
Linfécitos T CD4- CD8&"
CD45RO"
2 100+ . g 1007 = 100~ g 1007
g ) L] v é 1 3 E ]
& 80 2 80 v S 8o 80
§ 80 ]l o4 ? EN LA 8 80 E ] AA v
8 60+ MLJ 8 60 . 8 g0 2 60 v
2 M 8 z E] ]
8 404 2 40+ :|: 4 3 40 % 404
2 g ] F) E ¥
H 1 v - H 3 | v
204 2 204 A v § 20 £ 204 ‘:
§ 1 pe : .'. A % E |
o T T T T s T T T T =0~ 0 T T T T
TB TBL CSC CSNC TB TBL CSC CSNC TB TBL CSC CSNC TB TBL CSC CSNC

Figura 10 - Andlise da frequéncia de linfocitos T duplo negativos totais (A) e memoria (B) apés cultura
de CMSP por 18 horas sem estimulo. Os resultados foram representados como mediana + IQR. A
significancia estatistica foi avaliada pelo teste Kruskal Wallis, seguido pelo pds-teste de Dunn.
Significancia considerada foi *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. TB= Individuos com Tuberculose;
TBL= Individuos com infec¢do latente; CSC= Controle Saudavel Contato (N&o infectado); CSNC=
Controle Saudavel ndo contato

Fonte: Autoria prépria
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5.5 AVALIAC}AO DA RESPOSTA IMUNE INDUZIDA POR LIPIDIOS DA PAREDE
CELULAR DO Mycobacterium tuberculosis

Para avaliar a resposta funcional de linfdcitos T induzida aos lipidios do Mtb, CMSP
isoladas de individuos com TB ativa, TBL e controles saudaveis foram incubadas por 18 horas
com extrato lipidico da parede celular do Mtb.

Em comparagdo com o controle ndo estimulado, os lipidios induziram um aumento da
producdo de IFN-y (p=0,012) e TNF-a (p=0,020), mas ndo IL-10, por linfécitos T CD4" em
CMSP de contatos domiciliares ndo infectados (CSC) (Figura 11A). Em contrapartida,
somente linfocitos T CD8" de individuos com TB ativa foram capazes de produzir maiores
niveis de TNF-a (p=0,049), IL-10 (p=0,031) e Granzima B (p=0,006), mas ndo IFN-y, apos
estimulo com os lipidios (Figura 11B). Curiosamente, esse padrao de resposta foi novamente
observado em linfécitos T CD8" de meméria produtores TNF-a, IL-10 e Granzima B em CMSP
de individuos com TB ativa ap0s estimulo com lipidios (Figura 12). Em relacdo aos linfocitos
DN, os lipidios ndo foram capazes de induzir a expressao de citocinas e granzima B em nenhum

dos grupos avaliados (p>0,05) (Figura 11C).
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Figura 11 - Anélise da produgdo de IFN-y, TNF-a, IL-10 e Granzima B por linfécitos T CD4* (A), CD8" (B) e DN (C) apds cultura de CMSP néo estimuladas
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Fonte: Autoria propria
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Figura 12 - Analise da producéo de IFN-y, TNF-a, IL-10 e Granzima B por linfécitos T CD8" de
memoria apés cultura de CMSP ndo estimuladas e estimuladas por 18 horas com extrato lipidico da
parede celular do M. tuberculosis. Os resultados foram representados como mediana £ IQR da
intensidade média de fluorescéncia (IMF). A significancia estatistica foi avaliada pelo teste
Wilcoxon. Significancia considerada foi *p<0,05, **p<0,01. TB= Individuos com Tuberculose;
TBL= Individuos com infeccdo latente; CSC= Controle Saudavel Contato (Néao infectado); CSNC=
Controle Saudavel ndo contato

Fonte: Autoria propria

5.6 AVALIACAO DA PRODUCAO DE CITOCINAS INDUZIDAS POR LIPIDIOS EM
CULTURA DE CMSP

Os niveis de citocinas IFN-y, TNF-a e IL-10 induzidas por lipidios do M. tuberculosis
foram avaliados em sobrenadantes de cultura de CMSP de individuos com TB ativa, TB latente
e os controles saudaveis (Figura 13).

Em relacdo ao controle ndo estimulado, os lipidios induziram um aumento da producéo
de IFN-y (p=0,003) somente por CMSP de contatos domiciliares ndo infectados (CSC). Em
contrapartida, os lipidios foram fortes indutores de TNF-a em todos os grupos avaliados.
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Curiosamente, os niveis de TNF-a no sobrenadante de cultura do grupo CSC foram
aproximadamente 9 vezes maiores apds o estimulo com os lipidios (p=0,001).

Diferentemente das citocinas pré-inflamatorias, os lipidios induziram uma diminuicao
dos niveis de IL-10 (p=0,017) em CMSP de individuos saudaveis ndo contatos. Essa resposta

n&o foi observada para os demais grupos.
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6 DISCUSSAO

Os linfdcitos T desempenham papel importante no controle de infecges ocasionada por
patogenos. No contexto da infeccdo pelo Mtb, o estudo destas células concentrou-se na resposta
induzida por antigenos peptidicos micobacterianos. No entanto, na fase inicial da infec¢éo, os
lipidios da parede celular do Mtb iniciam a interagdo com as células imunes do hospedeiro
(GARCIA-VILANOVA; CHAN; TORRELLES, 2019).

A resposta imune induzida pelos lipidios do Mtb tem sido avaliada. No entanto, esses
estudos foram baseados em cepas de Mtb geneticamente modificadas com foco em células
imunes inatas ou ndo avaliaram as respostas imunes induzidas pelos lipidios do Mtb em uma
perspectiva populacional. Neste estudo, foi caracterizado a resposta funcional de linfécitos T
induzida pelo extrato lipidico total do Mtb em células isoladas de individuos com TB ativa,
infecgdo latente e controle saudaveis.

Apesar dos esfor¢os em diminuir a influéncia de fatores confundidores na avaliagéo dos
resultados, observamos um maior percentual de voluntarios do sexo feminino no grupo TBL e
controles saudaveis em comparagdo com o grupo TB. Alguns estudos avaliaram a influéncia do
sexo bioldgico na resposta imune. Em geral, 0 sexo feminino possui respostas imunes mais
robustas a desafios antigénicos, como infeccéo e vacinacgao, do que o sexo masculino (FISH,
2008). No entanto, ndo esta claro como o sexo bioldgico influencia diretamente na resposta
imune ao M. tuberculosis (NHAMOYEBONDE; LESLIE, 2014). Aqui, ndo foi possivel
mensurar o real impacto dessa diferenca observada na capacidade dos linfocitos T a
responderem aos lipidios do M. tuberculosis.

Apesar de néo ter sido o objetivo principal do estudo, foi observado que o perfil global
dos linfécitos T entre os grupos avaliados era distinto, mesmo quando as células foram
cultivadas sem a presenca dos lipidios. Foi observado uma maior frequéncia de linfécitos T
CD8" totais e de memoria produtoras de citocinas em CMSP de individuos com TB ativa
comparado ao grupo TBL. Além disso, esse perfil distinto entre os individuos com TB ativa e
TB latente ficou evidente quando os linfocitos T CD8" totais e de meméria produtores de
citocinas foram avaliados. Entretanto, esse perfil de resposta ndo foi observado em linfocitos
T CD4*, CD8" (dados ndo mostrados) e DN. Especula-se que os linfocitos T CD8* e,
principalmente os linfocitos T CD8", s&o umas das principais subpopulacdes durante a resposta
imune na TB ativa, tendo um papel importante na resposta efetora na fase ativa de replicacéo
do M. tuberculosis mediante produc&o de citocinas. E possivel que durante a doenca ativa, 0s

linfocitos T CD8" séo recrutados ativamente para controlar a alta replicacéo bacteriana no sitio
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da infeccdo, refletindo no aumento da frequéncia dessas células no sangue periférico. No
entanto, na infeccdo latente, a baixa frequéncia dessas células em amostras de CMSP pode
acontecer devido a baixa carga bacteriana. Anteriormente, alguns estudos demonstraram uma
maior prevaléncia de linfocitos T CD8" especificos ao M. tuberculosis em amostras de
individuos com TB ativa em relacdo as amostras de individuos com TB latente, e 0 aumento da
frequéncia e expressao de citocinas foi associada positivamente com a carga bacteriana (DAY
et al.,, 2011; ROZOT et al., 2013; POLLOCK et al., 2013; SILVA et al., 2014) e com o
tratamento (AXELSSON-ROBERTSON et al., 2015). Curiosamente, cerca de 54% e 38% dos
pacientes com TB ativa incluidos no estudo também tinham uma alta carga bacteriana
demonstrada nos exames de baciloscopia e cultura bacterioldgica do escarro, respectivamente
(Tabela 1).

Ao avaliar a resposta imune in vitro aos lipidios do M. tuberculosis, observa-se um
aumento da expressao de IFN-y e TNF-a por linfocitos T CD4" estimulados por lipidios,
somente em CMSP de contatos domiciliares ndo infectados. Curiosamente, 0 aumento da
concentracdo de IFN-y em sobrenadante de cultura apds estimulo também s6 foi observada
nesse grupo, ao passo que a producdo de TNF-a foi 9 vezes aumentada quando comparada ao
controle ndo estimulado. Em conjunto, esses dados sugerem que a exposicao ao M. tuberculosis
pode ndo ser detectada completamente pelo IGRA comercial utilizado neste estudo. Os IGRAs
sdo baseados na quantificacdo da producédo de IFN-y por linfocitos T apods estimulagdo com
antigenos peptidicos do M. tuberculosis, como 0 ESAT-6 e o0 CFP-10 (PAI et al., 2014). Esses
antigenos sdo secretados pelo bacilo via sistema de secrecdo ESX-1 durante a infeccdo em
macrofagos, sendo determinante na persisténcia da infeccdo (GANGULY; SIDDIQUI;
SHARMA, 2008). No entanto, apesar desses antigenos serem importantes na imunopatogénese,
a resposta imune ao Mtb € iniciada a partir da interacao das células imunes com o parede celular
do bacilo, composto em sua maioria por carboidratos e lipidios imunogénicos (~80%)
fundamentais para o desfecho da infeccdo (GARCIA-VILANOVA; CHAN; TORRELLES,
2019). Portanto, a inclusdo de antigenos lipidicos pode ser uma alternativa para melhorar a
capacidade dos testes comerciais disponiveis em detectar a exposi¢do ao M. tuberculosis.

Observa-se também o aumento da expressdo de TNF-a, IL-10 e Granzima B por
linfocitos T CD8" totais e de memaria apos estimulo com lipidios somente em CMSP de
pacientes com TB ativa. No entanto, essa resposta nao foi observada para os linfocitos T CD8*
totais e CD8'°. Recentemente, James e colaboradores (2022) demonstraram que a alta expressio
do co-receptor CD8 (CD8") é suficiente para aumentar a avidez funcional do receptor TCR a0
sulfoglicolipidio do M. tuberculosis apresentando por CD1b (JAMES et al., 2022). A avidez
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funcional é definida como uma medida bioldgica que descreve qudo bem um linfécito T
responde in vitro a uma determinada concentracdo de um antigeno, ao qual pode ser medida
pela produco de citocinas e capacidade de citotoxidade ou proliferacdo (VIGANO et al., 2012).
Além disso, a maturacdo da avidez funcional de uma populagéo de células T geralmente ocorre
durante o curso de uma resposta imune e apds reexposi¢cdo ao patégeno (VON ESSEN;
KONGSBAK; GEISLER, 2012). Especula-se que, durante a TB ativa, a reexposi¢do antigénica
dos linfocitos T CD8" aos lipidios do Mtb leva a maturagio da avidez funcional, e isso reflete
na capacidade dessas células em reconhecer os antigenos lipidicos e, consequentemente,
responder a reestimulagéo in vitro mediante a producéo de citocinas e granzima B.

Somado a isso, anteriormente, foi observado que os linfocitos T CD8" eram células
majoritariamente CD25" e CD69*, tinham alta expresséo do receptor TCR na superficie celular
e alta expressdo de genes relacionados com proliferacdo celular. Enquanto, os linfocitos T
CD8'" eram hiporesponsivos e tinham um perfil transcricional caracteristico de senescéncia
celular (alta expressdo de genes pré-apoptéticos) (BALYAN et al., 2019). Isso explicaria
parcialmente o porqué que os linfocitos T CD8™, mas n&o os linfécitos T CD8'"°, tinham uma
maior frequéncia em CMSP ndo estimuladas de individuos com TB ativa e somente essas
células foram capazes de responder a reestimulagdo in vitro.

Para avaliar a capacidade das CMSP na secre¢do de citocinas em resposta aos lipidios,
avaliou-se a concentragéo das citocinas IFN-y, TNF-a e IL-10 nos sobrenadantes de cultura.
Infelizmente, ndo foi possivel avaliar a granzima B devido a indisponibilidade do kit comercial.
Em relagdo ao IFN-y, somente foi observado um aumento significativo da producéo apds o
estimulo em CMSP de contatos domiciliares. Isso reforca a hipotese discutida anteriormente,
no qual, esses individuos foram expostos ao M. tuberculosis. Ao contrario do IFN-y, a
concentragdo de TNF-a foi aumentada em todos 0s grupos avaliados apos o estimulo com os
lipidios. Recentemente, Silva e colaboradores (2021) demonstraram que os glicolipidios, LAM
e PIM, induziram produgdo de TNF-a em sobrenadante de cultura de CMSP isoladas de
pacientes com TB ativa, TB latente e, principalmente, em individuos saudaveis ndo contatos,
corroborando com os resultados deste estudo (SILVA et al., 2021). O extrato lipidico do Mtb
também induziu a produgdo de TNF-a por CMSP de individuos saudaveis ndo contatos
(PETRILLI et al., 2020). Por fim, os lipidios ndo parecem modular a capacidade de CMSP em
produzir IL-10 ou o tempo de 18 horas nao foi suficiente para ser observado uma mudanca no

nivel dessa citocina.
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7 CONCLUSOES

Os dados mostraram que a resposta dos linfocitos T ao extrato lipidico do Mtb néo foi
capaz de distinguir os grupos avaliados no estudo, apos 18 horas de cultura. No entanto, os
lipidios parecem ser bons indutores de IFN-y ¢ TNF-a por linfécitos T CD4", bem como, na
expressdo de TNF-a, IL-10 e Granzima B por linfécitos T CD8" de individuos com TB.

Por fim, os lipidios sdo bons indutores de citocinas por CMSP, e essa resposta pode ser

explorada em estudos de avaliacdo da resposta imunopatologica da TB.
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