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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

Andressa da Silva Cazote

A tuberculose (TB) permanece como grave problema de salde publica mundial,
caracterizando-se como a causa principal de Gbito entre pessoas com HIV/AIDS. A
imunodeficiéncia caracteristica da infec¢cdo pelo HIV-1, com perda de células T CD4* e
desestruturacéo generalizada do sistema imune, impacta significativamente o curso da TB, e
predispdem o hospedeiro coinfectado pelo Mtb a manifestacbes extrapulmonares, em
especial a ganglionar. Uma vez que as células da imunidade inata possuem papel
importante na imunopatogénese da TB e encontram-se alteradas na infeccéo pelo HIV-1, foi
estabelecida a hipbtese de participacdo dessas células na imunopatogénese da TB
extrapulmonar, na coinfeccdo HIV/Mtb. Nesse contexto, o presente trabalho teve por
objetivo avaliar a participagédo das células NK, iNKT e T yd, na imunopatogénese da
apresentagcdo extrapulmonar de TB em sua forma ganglionar. Como parte de um estudo
prospectivo, foram avaliados seis participantes com TB ganglionar coinfectados pelo HIV-1,
guinze participantes com TB pulmonar coinfectados pelo HIV-1, e quinze participantes com
TB pulmonar monoinfectados. A avaliacdo ex vivo do repertério de células NK incluiu
moléculas acessorias e receptores inibitérios e de ativacao, das familias KIR, NCR, NKG2,
LILR, SLAM, entre outras, por citometria de fluxo multiparamétrica, assim como as células
iINKT e T yd totais e suas subpopulagbes. A capacidade funcional das células NK foi
investigada in vitro, quanto a degranulacao citotoxica via CD107a e a producao das citocinas
pré-inflamatérias IFN-y e TNF. Diferencas de expressao para o repertério de NK foram
observadas principalmente entre os participantes coinfectados e aqueles monoinfectados
pelo Mtb (p<0,05), independente da manifestacéo clinica da TB, indicando o impacto da
infeccdo viral na coinfeccdo. Do mesmo modo, células iINKT ativadas e com perfil Th17
foram mais frequentes entre os participantes TB coinfectados pelo HIV-1, em relagdo aos
Mtb-monoinfectados (p<0,01). As células T y& apresentaram uma frequéncia
significativamente menor nos participantes coinfectados com TB ganglionar, em relagéo
aqueles coinfectados com TB pulmonar (p<0,05), sugerindo a participagdo dessas células
na patogénese desta manifestacdo clinica da TB. Por fim, as células NK apresentaram
funcéo prejudicada nos trés grupos clinicos avaliados, sem qualquer diferenca quanto ao
potencial de degranulagdo e expressdo de IFN-y e TNF. O presente trabalho gerou
informagfes importantes quanto ao perfil imune inato na coinfecgdo HIV/Mtb, além de
sinalizar uma potencial participacao das células T y® na imunopatogénese da manifestacao
extrapulmonar da TB em patrticipantes coinfectados pelo HIV-1.

Palavras-chave: Coinfeccado HIV/Mtb, células linfoides inatas, imunidade inata, tuberculose
extrapulmonar.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL

Andressa da Silva Cazote

Tuberculosis (TB) remains a serious worldwide public health problem, and is the leading
cause of death among people living with HIV/AIDS. The characteristic HIV-1
immunodeficiency, due to the depletion of CD4* T cells and the generalized immune system
disorders, impairs significantly the course of TB, increasing the risk of extrapulmonary TB
manifestations among coinfected HIV/TB patients, especially lymph node TB presentation.
Since the cells of innate immunity play an important role in the immunopathogenesis of TB
and these cells are impaired in HIV-1 infection, we have hypothesized that innate cells may
also participate in the immunopathogenesis of extrapulmonary TB, among HIV/Mtb
coinfected patients. In this context, the present work aimed to evaluate the participation of
NK, iNKT and y® T cells from innate immunity in the immunopathogenesis of the ganglionic
form of extrapulmonary TB presentation. Six ganglionic HIV/TB coinfected patient, fifteen
pulmonary HIV/TB coinfected patients, and fifteen pulmonary Mtb-monoinfected subjects
were evaluated as part of a prospective study. Ex vivo evaluation of the NK cell repertoire
included analysis of accessory molecules, and inhibitory and activating receptors belonging
to KIR, NCR, NKG2, LILR and SLAM families, by multiparametric flow cytometry. iNKT and
yd T cells and their subpopulations were also accessed. Cytotoxic degranulation (CD107a)
and pro-inflammatory cytokine production (IFN-y and TNF) were investigated in vitro for
functional capacities of NK cells. Differences for NK repertoire expression were mainly
observed between HIV/TB coinfected and Mtb-monoinfected patients, regardless of TB
manifestation, indicating the impact of viral infection. Similarly, activated iNKT cells
expressing Th17 profile were significantly more frequent among HIV-1 patients, coinfected
with HIV-1, compared with Mtb-monoinfected (p<0.01). y& T cells was significantly less
frequent among HIV/TB coinfected patients with ganglionic TB presentation than among
HIV/TB ones with pulmonary TB (p<0,05), suggesting the participation of yd T cells in the
pathogenesis of extrapulmonary manifestation of TB. Finally, NK cells presented an impaired
function and no differences were observed among the three clinical groups evaluated,
neither to degranulation potential, nor to expression of IFN-y and TNF cytokines. The present
work generated important information regarding the innate immune profile of HIV/Mtb
coinfection, signaling the potential participation of yd T cells in the immunopathogenesis of
extrapulmonary TB manifestation in HIV/TB coinfected individuals.

Keywords: HIV/Mtb coinfection, innate lymphoid cells, innate immunity, extrapulmonary
tuberculosis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia da associacao HIV/Tuberculose

A tuberculose (TB) é uma das doencas infectocontagiosas mais antigas da
humanidade, tendo como principal agente causador o bacilo Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), detectado em mumias egipcias datadas de cerca de 2000 a.C., o
que indica que esta doenca vem acometendo a humanidade h& muitos séculos (Zink
et al. 2003). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que, aproximadamente,
20 a 40% da populacdo mundial se encontre acometida por esta infeccdo, com uma
estimativa de 10,4 milhdes de casos novos em 2016. Dentre esses, cerca de 10%
consistem de individuos soropositivos para o virus da imunodeficiéncia humana tipo
I (HIV-1), 87% deles sob terapia antirretroviral combinada altamente ativa (CART)
(WHO 2017), indicando que a cART per se ndo é suficiente para evitar a TB nessa
populacao (Kufa et al. 2014). Soma-se a essa estatistica, no mesmo ano, 1,3 milhdo
de mortes por TB entre individuos soronegativos para o HIV-1, além de 374.000
mortes entre aqueles infectados pelo HIV-1. A TB é reconhecida pela OMS como a
nona causa principal de morte no mundo e, ha cinco anos, tem sido classificada
como a doenca infecciosa mais letal, a frente do HIV/AIDS (WHO 2017).

No Brasil, a TB permanece como um importante problema de saude publica,
tornando o pais parte da lista dos 20 paises com os maiores indices de casos de TB
no mundo, 0S quais juntos corresponderam a 84% da incidéncia global da doenca
registrada no ano de 2016 (WHO 2017). Além disto, o Brasil responde por 33% de
todos os casos de TB nas Américas. Em 2016, o pais registrou 69.509 casos novos
e 13.213 casos de retratamento de TB, além dos 4.543 Gbitos associados a infeccéo
registrados no ano anterior (Boletim Epidemiologico 2017a e 2017b). Entre as
Unidades da Federacdo (UF) observa-se uma variacdo ampla do risco de
adoecimento por TB, com o registro entre 10,5 casos por 100 mil habitantes no
Distrito Federal, e de 67,2/100 mil habitantes no Amazonas, frente a uma media
nacional de 32,4/100 mil habitantes, observada em 2016. Neste cenario, o estado do
Rio de Janeiro apresenta um destaque lamentavel, com um coeficiente de incidéncia
de 61,2/100 mil habitantes, registrado no mesmo periodo para a UF, e de 84,2/100
mil habitantes para a capital, colocando o estado entre as nove UFs acima do
registro nacional (Boletim Epidemiolégico 2017). Em adi¢do, a cidade do Rio de

Janeiro apresentou um coeficiente de mortalidade de 6,5 Obitos a cada 100 mil
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habitantes, o segundo maior do pais. De fato, a regido metropolitana do Rio de

Janeiro é considerada endémica para TB (Rodrigues et al. 2017).

A TB é uma doenca relacionada a pobreza, associada com frequéncia a
marginalizac@o social e a privacdo financeira. No entanto, o principal fator de risco
para o desenvolvimento da TB é a infec¢cdo concomitante pelo HIV-1, sendo ainda
atribuida a TB uma parcela significativa da mortalidade associada ao HIV/AIDS
(Ford et al. 2015). A infecgdo pelo HIV-1 impacta a incidéncia de TB de modo
significativo, pois aumenta em até 20 vezes o risco de desenvolvimento de doenca
ativa, tanto pela reativacdo de infeccédo latente pelo Mtb, como pela recidiva da

doenca e pelo aumento da susceptibilidade a reinfeccao (Pawlowski et al. 2012).

Em 2016, um total de 476.774 casos de TB foi notificado entre pessoas
vivendo com HIV/AIDS no mundo, o que correspondeu a 46% do nimero de casos
estimados para o mesmo ano (WHO 2017). No Brasil, dos 76,3% dos casos novos
de TB submetidos a testagem para HIV-1, 9,4% revelaram a associacdo HIV/TB,
enquanto o percentual de HIV/TB nos casos de retratamento da TB foi de 17,8%,
quase duas vezes maior, e correspondendo a 2.345 registros (Boletim
Epidemiol6gico 2017b). No estado do Rio de Janeiro, dentre os casos novos de TB
diagnosticados em 2016, a associagdo HIV/TB foi observada em 8,9% dos casos,
enguanto este valor subiu para 10,3% considerando-se os dados da capital (Boletim

Epidemiolégico 2016).

Pessoas vivendo com HIV/AIDS sdo mais vulneraveis a TB, sendo esta a
causa principal de obito definida entre as doencas infecciosas nesse grupo. A
infeccdo pelo HIV-1 atinge hoje cerca de 36,7 milhdes de individuos em todo o
mundo, com a contabilizagcédo de 1,8 milhdo de casos novos em 2016, e de 1,0
milhdo de obitos relacionados a AIDS (UNAIDS 2017). No Brasil, apenas nos seis
primeiros meses de 2017, foram notificados 16.371 casos novos de infec¢ao pelo
HIV-1, enquanto 12.366 individuos vieram a Obito ao longo de 2016 (Boletim
Epidemiolégico HIV/AIDS 2017). O estado do Rio de Janeiro foi responsavel por
cerca de 10-12% desses numeros, registrando 1.601 casos novos de infecgdo no
mesmo periodo de 2017, e 1.721 6bitos em 2016, por AIDS como causa basica
(Boletim Epidemiologico HIV/AIDS 2017).

A coinfeccdo HIV/Mtb se estabelece como uma entidade patoldgica distinta
das infec¢Oes isoladas, permitindo o desenvolvimento de quadros clinicos atipicos
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agueles observados em individuos monoinfectados. De acordo com os dados da
OMS, 15% dos casos notificados de TB no mundo em 2016 referiam-se a casos
extrapulmonares de TB (WHO 2017). De fato, embora a TB seja uma doenca de
disseminacdo ampla, especialmente em paises em desenvolvimento, sua
manifestacdo como doenca extrapulmonar ocorre em menor frequéncia. O Brasil
segue a mesma tendéncia mundial, uma vez que formas clinicas de TB
extrapulmonar (TBEP) tém sido observados em cerca de 13% dos pacientes com TB
(Gomes et al. 2014).

Porém, estas ocorréncias aumentam consideravelmente nos casos de
coinfeccdo pelo HIV-1, incluindo apresentacdes graves que envolvem o sistema
nervoso central (Jaryal et al. 2011; Spalgais et al. 2013). De fato, dados do Ministério
da Saude mostram que 21% (1.403 individuos) dos casos novos de TB em
individuos infectados pelo HIV-1, notificados em 2016, apresentaram formas de
TBEP, uma frequéncia 6% maior que aquela observada em auséncia de infeccao
pelo HIV-1 (Boletim Epidemiolégico 2017b). Além disso, em um estudo recente
realizado pelo nosso grupo, no qual foram avaliados individuos HIV/TB, as
apresentacoes extrapulmonares da TB, incluindo TB disseminada, foram observadas
em 56% dos individuos avaliados, mostrando como a infeccdo pelo HIV-1 impacta

de modo significativo o curso da TB (da Silva et al. 2017).

Apesar da consideravel reducdo da incidéncia de TB entre pacientes
soropositivos para o HIV em tratamento com cART, estudos realizados, inclusive por
nosso grupo colaborador, mostraram ainda uma prevaléncia do HIV-1 de 19% em
pacientes com TB (do Prado et al. 2014) e sugerem que a infeccéo pelo HIV-1 ainda
tenha um impacto substancial na mortalidade por TB, no contexto do amplo acesso

a CART e na prevaléncia da doenca (Schmaltz et al. 2009).

Os perfis epidemiologicos da TB e da infeccdo pelo HIV-1 no Brasil tém
propiciado sua sobreposicdo, em especial nos grandes centros urbanos, envolvendo
as capitais federativas (Ministério da Saude 2017). Nestes locais sao observadas
condi¢des bastante favoraveis a transmissdo de ambos os agentes etioldgicos, em
funcdo de questdes culturais, marginalizacdo, exploracdo econémica e a expressiva
concentracdo demografica, em areas onde o saneamento é inadequado, ha falta

d’agua, e as condicbes de moradia, alimentacdo e transporte sdo precarios. As



cidades da regido metropolitana do Rio de Janeiro, com suas comunidades e

periferias carentes, sdo cenarios potenciais para a associacdo HIV/TB.

1.2 Patogenia da Tuberculose

A transmissdo do Mtb ocorre, via de regra, por inalacdo dos bacilos e,
portanto, pelas vias aéreas (Fortsch et al. 2000). Logo, o pulmé&o é o principal 6rgao
acometido pela infec¢do (Bethlem 2012). Individuos com TB pulmonar ativa podem
eliminar bacilos de Mtb suspensos em aerossois, através da tosse ou mesmo da
fala. Essas particulas com potencial infectante sdo passiveis de serem inaladas e
alcancarem os pulmdes de outros individuos sadios presentes no mesmo ambiente,
caracterizando uma nova infeccdo, dita primaria. Individuos com TB cavitaria no
pulmao sdo fontes majoritarias de infeccdo, sendo responsaveis pela transmisséo da

doenca em seu ambiente social (Gadkowsk & Stout 2008).

Frente a inalacdo dos bacilos, a probabilidade da infeccdo de fato ocorrer,
bem como desta evoluir para TB ativa per se, € modulada por fatores ligados as
caracteristicas do bacilo e a fatores imunes do hospedeiro (Narasimhan et al. 2013).
Este conceito foi sintetizado por Rich em 1951, através de uma férmula matematica,
a qual estabeleceu que a probabilidade da infeccao tuberculosa evoluir para doenca
ativa € diretamente proporcional ao indculo, considerando o namero de bacilos
infectantes, a sua viruléncia e a reacdo de hipersensibilidade que ela provoca, e
inversamente proporcional as resisténcias natural e adquirida do organismo
infectado (revisto por Coelho Filho et al. 2013). Portanto, a resposta imune €

fundamental nesse processo.

Em individuos assintomaticos, a infecgéo € dita latente e o bacilo permanece
contido e sob o controle da resposta imune. A Unica evidéncia da transmissdao bem
sucedida e de infeccdo efetiva € dada pelo desenvolvimento de resposta
imunologica especifica, a qual pode ser identificada pela positividade ao teste
tuberculinico (PPD - Derivado Proteico Purificado), o que ocorre entre duas a oito

semanas apos a infec¢éo (CDC 2013).

Cerca de 10% dos individuos da populacdo com infeccdo latente
desenvolvem TB ativa logo no primeiro ano pés-infec¢do, ou em algum momento ao

longo da vida, seja pelo ndo controle da infeccdo primaria ou pela reativacao
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posterior dos bacilos quiescentes adquiridos naquele momento, ou ainda menos
frequentemente, por reinfeccao (Maher 2010; WHO 2017).

No entanto, esta divisdo clinica simplista da infeccao pelo Mtb, que classifica
a TB em ativa e latente, ndo contempla a real complexidade da patogenia desta
infeccdo. Designada de modo geral como a contencdo do bacilo em sua forma
inativa, a TB latente inclui desde casos de depurag¢do completa do Mtb, a incubacéo

de bactérias ativamente replicantes em auséncia de sintomas clinicos (Young et al.
2009).

Nesse contexto, a infeccdo pelo Mtb pode ser descrita mais adequadamente
através de um espectro continuo envolvendo a resposta imune ao patégeno, o qual
se estende de uma imunidade capaz de esterilizar a infec¢cdo, ao desenvolvimento

da doenca ativa subclinica e da doenca clinicamente ativa, como apresentado na
Figura 1 (Barry 3" et al. 2009).

' Doenca clinica Doenca

Sintomas

‘ ‘ Replicacéo bacteriana |
‘ ‘ mantida a niveis

‘ subclinicos pelo sistema
‘ J imune

Infecc@o ativa

Carga bacteriana?

‘ ‘ Infeccéo controlada com

| algumas bactérias

{ ] persistindo em formas n&o-
| replicativas

Infeccao latente

‘ Infecc@o eliminada em

| | associacdo com Resposta imune adaptativa
| | recrutamento de células T

Efeitos da infecg¢ao pelo HIV

(| Infeccdo eliminada sem | |
|| recrutamento de células T Resposta Imune inata ||
|l antigeno-especificas

Figura 1. Espectro do estabelecimento da infec¢do pelo Mtb e do desenvolvimento
da tuberculose.

A infec¢@o pelo Mtb pode ser caracterizada dentro de um amplo espectro de acordo com
0 envolvimento da resposta imune. Este espectro abrange desde a resposta imune eficaz
no controle do patégeno, passando pela apresentacdo subclinica da doenca até a
apresentacdo da doenca ativa, incluindo as denominag¢des convencionais de infeccao
latente ou ativa. Os sintomas da tuberculose manifestam-se de acordo com a progressao

da infeccdo, sendo a infeccdo pelo HIV um fator de impacto negativo ao curso da
tuberculose. Adaptada de Barry 3 et al. 2009.
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Nesse modelo é interessante observar o envolvimento inicial da imunidade
inata no bloqueio do estabelecimento do Mtb (Fértsch et al. 2000). Frente a inalacao
dos aerossodis com uma carga bacteriana suficientemente capaz de transpassar as
barreiras fisicas da mucosa pulmonar, a exposicdo ao Mtb segue com o contato
entre os bacilos e os macrofagos alveolares, os quais reconhecem a micobatéria
através de um amplo sistema de receptores capazes de identificar diferentes
estruturas microbianas, ingerindo o Mtb (Fortsch et al. 2000). Essas células possuem
toda uma gama de mecanismos antimicrobianos autdnomos, mas que podem ser
evadidos pelo Mtb. O pender da balanca para a capacidade microbicida da célula ou
para os fatores de viruléncia da micobactéria sera o definidor do curso da infecgéo.
As células dendriticas (DCs), com sua multiplicidade de receptores capazes de
reconhecer o Mtb, também fazem parte dos primeiros tipos de células residentes dos
alvéolos a entrarem em contato com a micobactéria, e no interior das quais essas
também sdo capazes de se replicar (Fortsch et al. 2000). Esse encontro inicial é
importante para o posterior desencadeamento da resposta imune adaptativa contra
0 Mtb, caso seja necesséario frente a persisténcia do patégeno.

Os macrofagos alveolares fagocitam a micobactéria, e produzem quimiocinas
responsaveis pela atracdo das células inflamatérias da primeira linha de defesa,
como neutrdfilos, macréfagos derivados de mondcitos, células “natural killer” (NK) e
T yd, que dao inicio a formacado de uma espécie de granuloma inato (revisto por
Ehlers & Schaible 2012). A contencdo e eliminacdo do Mtb podem ocorrer nessa
fase, sem o desenvolvimento da resposta imune adaptativa (Fortsch et al. 2000).
Este fato pode ser observado em 20-25% dos individuos que foram expostos a TB,
0s guais nao desenvolveram nenhum sinal de memdria imunolégica contra o Mtb,
apresentando resultados negativos aos testes auxiliares no diagnostico de TB ativa
e latente, como PPD e o ensaio de liberacdo de IFN-y (IGRA), que identificam
exclusivamente elementos da resposta imune adaptativa, sugerindo que a eficacia
da resposta imune inata desses individuos exclua a necessidade da resposta imune
adaptativa (Revisto por Verral et al. 2014). Ainda, em modelos experimentais de
infeccdo por Mtb através de aerossois, é possivel que ocorra a formacdo do
granuloma em auséncia completa de imunidade especifica (Smith et al. 1997). Neste
contexto, € indiscutivel a participacdo decisiva da resposta imune inata no nao

estabelecimento eficaz da infeccdo ou na pré-laténcia da TB (Bozzano et al. 2014).
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Assim, cabe levantar a hipétese de participacdo da resposta imune inata de memoéria
ou “imunidade treinada” nesse processo, um conceito recente que envolve a
participacdo de macrofagos e células NK, capazes de otimizar a resposta imune de

modo inespecifico (Netea et al. 2016).

O conceito de “imunidade treinada” tem ganhado destaque no cenario da
pesquisa, especialmente em vegetais, animais invertebrados e mamiferos. A
‘“imunidade treinada” é induzida apds infecgdo primaria ou vacinagao, e confere
protecdo contra infeccbes secundarias e protecdo cruzada contra outras infecgdes,
através de mecanismos independentes das respostas de células T e B. O
mecanismo celular que medeia a resposta imune inata de memodria resulta no
reconhecimento de patdgenos através de um amplo painel de receptores e no
aumento da resposta imune inflamatéria protetora (Kleinnijenhuis et al. 2015).
Estudos demonstram que a vacina BCG é capaz de conferir imunidade protetora
contra infec¢des secundarias por Candida albicans ou Schistosoma mansoni. Ainda,
células NK de individuos imunizados com BCG demonstram maior producdo de
citocinas proinflamatorias frente a infeccées micobacterianas (Revisto por Netea et
al. 2016).

Quando a resposta imune inata é insuficiente para a destruicdo do patégeno e
ha a manutencdo da infeccdo, um ambiente inflamatério é estabelecido,
acompanhado pela remodelacédo tecidual e pelo desencadeamento da resposta
imune adaptativa (revisto por Ehlers & Schaible 2013). Ao longo do tempo, as
células se agrupam progressivamente em um agregado compacto e organizado de
macrofagos maduros de diferentes fenoétipos, cercado por fibroblastos e intercalados
por neutrofilos, DCs e células NK, e por células B, células T CD4*, as quais
correspondem entre 60 e 70% dos linfécitos T (Randhawa 1990), e células T CD8",

caracterizando o granuloma tuberculoide classico (Fig. 2).
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Figura 2. Estrutura e constituic&o celular do granuloma tuberculoide.

Inicialmente, o granuloma tuberculoide é constituido de macré6fagos maduros, que podem fundir-se,
formando grandes células multinucleadas ou diferenciar-se em células espumosas. Ainda, podem
sofrer transformagéo, tornando-se células epitelioides. Células como: neutrdéfilos, células dendriticas,
células T e B, células Natural Killer, fibroblastos e células que secretam componentes da matriz
extracelular, sdo constituintes da estrutura granulomatosa. Adaptado de Ramakrishnan 2012.

Por volta de seis a oito semanas ap0s a infeccdo, as DCs que migraram para
0s nodulos linfaticos e tornaram-se eficientes na apresentagdo de antigenos, o que
ndo acontece no inicio da infeccao, ativam e recrutam os linfocitos T. Linfécitos T
ativados migram, entdo, para o sitio de infeccdo, onde o granuloma inato se
encontra, ativando os macrofagos, tornando-os capazes de destruir o Mtb presente
em seu interior (Ulrichs & Kaufmann 2006; Egen et al. 2011). Portanto, € a ativacao
continua das células T na manutencdo do granuloma que marca o0 estagio de
laténcia da TB, com a persisténcia da infeccdo, na qual o crescimento e a
disseminagdo dos bacilos para outros tecidos séo limitados (Ulrichs & Kaufmann
2006). Desse modo, mais de 90% das pessoas infectadas permanecem

assintomaticas, embora o Mtb sobreviva no interior dos macrofagos.



Estudos em peixe-zebra (Danio rerio), um modelo experimental animal cada
vez mais utilizado em substituicho a camundongos, mostraram que apos a
administracdo de Mycobacterium marinum em baixas concentracdes, a micobactéria
replica livremente em macréfagos, e muitos outros macréfagos nao infectados séao
ativamente recrutados para a area em torno das células infectadas (Davis et al.
2002). Esses macréfagos ndo apenas funcionam como células de sustentacdo para
o granuloma surgente, mas evidéncias apoiam a ideia de que esta formac&o inicial
beneficia o crescimento e expansdo populacional da micobactéria, ao funcionarem
como fontes adicionais de infeccdo. Seguindo-se a replicacdo inicial das
micobactérias no macréfago, estas sao liberadas no espaco intracelular através da
morte da célula infectada, sendo rapidamente ingeridas pelos macrofagos presentes
ao redor (Davis & Ramakrishnan 2009). Além disso, nessa fase de formacdo do
granuloma, uma fracdo dos macrofagos infectados pode se desprender do
granuloma e iniciar infeccdo em locais distantes. De fato, o monitoramento da
infeccdo em peixe-zebra mostrou que essas células deixam o granuloma primario e
participam do estabelecimento de granulomas secundarios em outros sitios, por via
hematogénica, sendo assim a principal fonte de disseminacédo durante a infeccéo
(Davis & Ramakrishnan 2009).

Outros fagécitos também podem estar envolvidos na internalizacdo e
transporte de micobactérias a partir do sitio primario nos pulmdes. As DCs séo
candidatas importantes nesse processo, dado seu papel no transporte de antigenos
da periferia aos 6rgaos linfoides secundarios para o desencadeamento da resposta
imune adaptativa (Banchereau et al. 2000). Essas células fagocitam as
micobactérias e fornecem um ambiente favoravel a sobrevivéncia e ao crescimento
intracelular, em particular por essas células serem menos eficientes em sua
destruicdo que os macréfagos (Krishnan et al. 2010). Portanto, o Mtb pode utilizar-se
do tréfego das células fagociticas profissionais como meio de disseminagdo para
ganglios linfaticos regionais e também para outros Orgdos, evento chave na
patogénese da TB (Krishnan et al. 2010). No entanto, os mecanismos envolvidos na
disseminacdo ou na contencdo e controle do Mtb no pulmdo, bem como no
estabelecimento de outros sitios, permanecem sem elucidacdo (Krishnan et al.
2010).

A TB extrapulmonar é definida, de acordo com critério de classificacdo da
OMS, como a infeccdo pelo Mtb na qual sdo afetados tecidos e 6rgados fora do
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parénquima pulmonar, como resultado da disseminacao linfatica ou hematogénica
da micobactéria (WHO 2013). A TB pode ocorrer em qualquer 6rgédo fora dos

pulmdes, cujas manifestacées podem ser mais ou menos graves.

A apresentacdo mais grave € a chamada TB miliar, a qual se refere a uma
forma progressiva e amplamente disseminada da doenca, que implica na
disseminacdo hematogénica para varios 6rgdos, sendo mais afetados figado, baco,
nédulos linfaticos, meninges, medula éssea e glandulas adrenais. No entanto, a
apresentacdo mais frequente de TBEP é a TB ganglionar (63-77%), sendo o0s
ganglios cervicais 0s mais comumente afetados, embora linfadenopatias
supraclavicular, toracica, abdominal e axilar também sejam frequentemente
observadas (Salvador et al. 2015). Um terco dos pacientes com a apresentacao
ganglionar possui histérico familiar de TB (Sanchez et al. 2015).

Os sinais e sintomas clinicos observados nas manifestacdes extrapulmonares
de TB variam de acordo com o 6rgdo acometido. Estes sinais e sintomas podem
compreender febre, aumento de fistulizacdo das cadeias ganglionares, dispneia,
acumulo de liquido nos folhetos pleurais, meningite, entre tantos outros (Ministério
da Saude 2011). Habitualmente, os individuos que desenvolvem TB ganglionar sédo
assintomaticos, sendo o quadro clinico caracterizado pelo aumento de um ou mais
ganglios cervicais, que podem permanecer indolores de semanas a anos, quando

comecam a apresentar sinais de inflamacao (Sanchez et al. 2015).

As apresentacfes de TB ganglionar geralmente envolvem comprometimento
unilateral, sem implicacdo sistémica, e as afec¢cdes do mediastino associam-se com
maior frequéncia a forma pulmonar da doenca (Revisto por Ramirez-Lapausa et al.
2015). Os ganglios afetados desenvolvem-se lenta e progressivamente, adquirindo
aspecto de massas multilobuladas, com consisténcia firme e aderidas a planos mais
profundos, podendo ser confundidas com processos malignos (Sanchez et al. 2015).
Eventualmente, pode apresentar necrose ou produzir sintomas inflamatorios, como
ulceracdo, formacao de fistulas e escrofula. Ainda, o inchaco local pode comprimir
estruturas vizinhas, resultando em sua obstrucao (Revisto por Ramirez-Lapausa et
al. 2015).

No geral, as apresentacfes de TBEP tém resultado negativo a baciloscopia
de escarro e, por isso, seu impacto na transmissao € reduzido (Ministério da Saude
2011; Bethlem 2012). Por outro lado, seu diagndstico ndo € simples, sendo
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frequentemente demorado e tardio, o que implica no aumento da morbidade e da
mortalidade dos individuos acometidos, podendo ainda ser a causa direta de
complicacdes, sequelas e deficiéncias ao longo da vida. E dependente de forte
suspeicado clinica, uma vez que sinais e sintomas podem ser relativamente vagos e
associados a radiografia toracica normal, além de baciloscopia de escarro negativa.
Além disso, envolve exames invasivos, com a semeadura direta do tecido extraido

de bidpsias ou de outro material biol6gico (Bethlem 2012).

Testes como PPD e IGRAs também séo utilizados na TBEP, embora apenas
0s segundos permitam diferenciar entre individuos infectados pelo Mtb, os vacinados
com BCG e aqueles infectados por micobactérias atipicas. Além serem incluidos
controles, evitando resultados falso-negativos. Embora esses testes deem suporte
ao diagnostico da doenca, os resultados negativos ndo excluem a possibilidade de
TBEP, visto que mais de 68% dos casos podem apresentar testes negativos (Mert et
al. 2001). Na TBEP, exames de imagem também podem auxiliar no diagndstico,
frente a dificuldade inerente na obtencdo de amostras microbiolégicas, e na
realizacdo de bidpsias (Gonzéales-Martin et al. 2010).

No entanto, o diagnostico definitivo requer a deteccdo do Mtb, por
baciloscopia e/ou cultura microbiolégica, o que se faz realmente efetivo com
amostras obtidas a partir de biopsias (sensibilidade >70-80%), mas ndo exatamente
de fluidos biolégicos (sensibilidade 2-50%). As bidpsias sdo geralmente realizadas
por aspiracao com agulha fina, ou mesmo requer exciséo cirargica do tecido, sendo,
portanto, um procedimento invasivo, o qual nem sempre é possivel de ser realizado

pela dificuldade de acesso a leséo suspeita (Ramirez-Lapausa et al. 2015).

Para a TB ganglionar, a biépsia do ganglio sugestivo, aspirativa e/ou cirurgica,
€ o procedimento realizado como parte da rotina de investigagdo da TBEP, o qual
apresenta sensibilidade de 80% e menor frequéncia de resultados inconclusivos. No
entanto, a caracterizacdo de biomarcadores circulatérios associados a TB
ganglionar, com potencial para identificar os casos de TB ganglionar, seria de
grande auxilio no diagndstico e no manejo menos invasivo dos pacientes

acometidos (Ramirez-Lapausa et al. 2015).

Entre os fatores de risco envolvidos no desenvolvimento de TBEP estdo a
idade, comorbidades, como doenca renal crbnica, diabetes melittus,
doencas/condi¢cdes imunossupressivas, e, principalmente, a coinfeccéo pelo HIV-1.
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De fato, a coinfeccdo pelo HIV-1 € o principal fator de risco conhecido para a
progressao da infeccédo pelo Mtb para doenca ativa (Fig. 3), aumentando o risco de
reativacao da TB latente e a ocorréncia de TBEP (Jaryal et al. 2011; Pawlowski et al.
2012; Spalgais et al. 2013). Tanto a TB como o HIV-1 tém efeitos profundos no
sistema imunoldgico, pois sdo capazes de desestruturar as respostas imunes do

hospedeiro através de mecanismos que ainda ndo estédo totalmente compreendidos.

Fase de Fase Fase cronica Terapia antirretroviral
eclipse aguda P
; S N N4 D
Carga Riscode TB

Céls. T CcD4+ [\ viral

Figura 3. A coinfeccdo pelo HIV-1 e o Mth e o risco aumentado de tuberculose ativa e de
progresséo da infec¢céo pelo HIV-1.

Em individuos infectados pelo HIV-1, o risco de desenvolvimento da tuberculose aumenta de acordo
com a progressao da infeccéo viral, representado em verde (risco reduzido), amarelo (risco mediano)
e vermelho (risco aumentado). O grau de imunodeficiéncia é um dos principais fatores de impacto
para o desenvolvimento das formas ativas de tuberculose. Ainda, o inicio da terapia antirretroviral
pode resultar na rapida reconstituicdo imune em alguns individuos, fator que pode favorecer o
surgimento de casos de TB unmasked. Adaptado de Bell & Noursadeghi 2018.

O Mtb é um patdgeno intracelular facultativo de macréfagos, e uma vez no
interior dessas células, é capaz de rapidamente se adaptar ao ambiente do
fagossomo, como por exemplo, reprogramando sua respiracdo para anaerobia
(Schnappinger et al. 2003). Macrofagos contendo Mtb no interior de seus
fagossomos falham em promover o amadurecimento normal e acidificacéo
associados a fusao fagolisossomal. Multiplos fatores de viruléncia do Mtb parecem
contribuir com o estabelecimento desse fendtipo alterado, subvertendo esse
mecanismo imune dos macrofagos (Peddireddy et al. 2017). Outro evento
relacionado ao mecanismo de viruléncia do patdgeno e ao escape imune € a
translocacdo do Mtb do fagossomo para o citosol (Houben et al. 2012; Jamwal et al.
2016).
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Além disso, a morte do macrofago € um evento chave na patogenia do
granuloma e também no desfecho da TB, sendo a necrose considerada uma
estratégia do microrganismo para evitar a defesa inata do hospedeiro. Evidéncias
indicam que a morte dos macréfagos por necrose € mais favoravel ao Mtb que a
apoptose, e que a intervencdo da micobactéria neste processo faz parte de sua
viruléncia. Estudos envolvendo macrofagos em cultura revelaram que aqueles em
apoptose liberam menos bacilos viaveis que macréfagos necroticos (Molloy 1994).
Ainda, macréfagos apoptoticos parecem estar associados a variantes atenuadas de
Mtb, enquanto aquelas mais virulentas, ndo somente inibem a apoptose como
também promovem necrose e dano tecidual, além de crescerem de modo mais
eficiente (Keane et al. 2000). Proteinas do Mtb como SecA2 e NuoG séo descritas
como inibitorias da apoptose em células de linhagem macrofagica (Hinchey 2007;
Velmurugan 2007; Miller 2010). Central também nesse processo é a molécula
efetora ESAT6, um ativador potente do inflamassoma (Mishra et al. 2010), o que
sugere que o Mtb pode causar morte celular por piroptose, mediada via Caspase 1
(Davis & Ramakrishnan 2009). Neste contexto, € evidente que a fisiopatologia da TB
€ altamente dependente da habilidade dos bacilos de subverterem a resposta imune

inata de macréfagos.

1.3 Patogenia da Infeccéo pelo HIV-1

A infeccao pelo HIV-1 caracteriza-se pela reducdo progressiva e continua dos
linfécitos T CD4*, principal alvo do virus, em auséncia de cART (Fig. 3). Uma vez
gue estas células sdo protagonistas da imunidade adaptativa, sua perda culmina
com a desestruturagcdo ndo apenas quantitativa, mas funcional da imunidade do
hospedeiro, expondo-o a infeccbes e afeccdes que caracterizam a AIDS (Perreau et
al. 2013). Os linfocitos T CD4* desempenham um papel importante na resposta
imune contra o HIV-1 e contribuem para o controle das infec¢des virais de um modo
geral, pela inducdo e/ou manutencdo da resposta dos linfocitos T CD8*, linfocitos B
e macrofagos, e/ou ainda pela mediacao direta de suas funcdes efetoras antivirais,
como a producao de citocinas e, eventualmente, por atividade citotoxica (Marshall &
Swain 2011).

O processo de deplecéo das células T CD4* esta correlacionado tanto com os

niveis de viremia (Fig. 3), quanto ao fendmeno de hiperativacdo crénica dessas
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células e do sistema imune em geral. De fato, a infeccdo pelo HIV-1 cada vez mais
tem sido considerada uma doenca inflamatoria cronica que leva a imunodeficiéncia.
Ao longo de toda a fase cronica assintomética da infeccdo viral sdo observadas
moléculas inflamatorias em niveis elevados, as quais correlacionam-se diretamente
com a progressao da doenca (Deeks et al. 2004; Douek et al. 2009). No entanto, em
modelo primata ndo humano de infeccdo ndo patogénica pelo virus da

imunodeficiéncia simia, este perfil inflamatério ndo é evidenciado (Silvestri et al.
2003).

Varios mecanismos tém sido considerados para a ativagao crénica associada
a infeccdo pelo HIV-1. Dentre eles, o principal € a translocacdo de produtos
microbianos do liumen gastrointestinal, que chegam mesmo a atingir a corrente
sanguinea (Brenchley et al. 2006). Este fendmeno tem origem na deplecdo em
massa das células T CD4* do tecido linfoide associado ao trato gastrointestinal
(GALT), a qual ocorre ainda no inicio, durante a infeccdo primaria pelo HIV-1
(Brenchley et al. 2004; Mehandru et al. 2004). Esta deplecdo parece ter causa na
infeccdo litica de células T “helper” 17 (Th17) do GALT pelo HIV-1, as quais sao
particularmente permissivas a infeccdo por retrovirus (Stieh et al. 2016). Em
paralelo, a infeccdo n&o produtiva de células em repouso pelo HIV-1, por
disseminacédo célula-célula no tecido linfoide, também contribui para a deplecao das
células T CD4* e a ativacdo imune, uma vez que moléculas incompletas de DNA
geradas na transcricdo reversa sao percebidas pelo sensor citosolico de DNA IFI16,
0 que promove a ativacao do inflamossomo e resulta na morte celular por piroptose,
além da liberacdo da interleucina proinflamatéria (IL-) 18 (Doitsh et al. 2014; Monroe
et al. 2014). Esta sequéncia de eventos liga claramente a deplecao de células T
CD4* a inflamagdo cronica (Galloway et al. 2015; Doitsh & Greene 2016). O
processo culmina ainda com uma senescéncia imunoldgica precoce e a exaustao
clonal dos linfécitos T, impactando a funcdo imune e, consequentemente, agravando

a imunodeficiéncia (Kahan et al. 2015; Sokoya et al. 2017).

Na coinfeccdo HIV/Mtb muitos desses mecanismos imunopatogénicos
identificados para as infecgbes isoladamente estdo alterados ou mesmo
potencializados, acelerando ainda mais a deterioragdo imunoldgica, 0 que resulta

em morte prematura do hospedeiro, na auséncia de tratamento adequado.
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A infeccao pelo HIV-1 altera profundamente a resposta imune do hospedeiro
ao Mtb, a comecar pela deplecdo das células T CD4*, funcionalmente importantes
na protecdo contra a micobactéria. De modo similar a infeccdo pelo HIV-1, a
inflamacdo cronica também € um evento marcante na TB, e necessario a
disseminacdo dos bacilos para outros hospedeiros. O processo inflamatorio
estabelecido nas vias respiratérias, induzido e intensificado pela morte dos
macrofagos, esta diretamente envolvido no mecanismo de transmissdo do Mtb,
através do desenvolvimento de cavitacdes pulmonares e da tosse caracteristica da
doenca (Bell & Noursadeghi 2018). Nesse cenario, linfécitos T CD4* préinflamatorios
(Thl) ganham também um papel importante na imunopatogénese da TB, uma vez
gue, em resposta a persisténcia do Mtb, participam na manutencdo do ambiente
inflamatério. Por outro lado, a importancia dessas células na prote¢édo contra o Mtb é
bem definida, estando envolvidas na conteng&o e no controle da replicagédo do Mtb.
Ao assumir-se que esta participacéo das células T CD4* na restricdo do Mtb é dada
pelas citocinas que produzem, a coinfec¢do pelo HIV-1 impacta significativamente
esta funcdo (Kalsdorf et al. 2009; Caccamo et al. 2010). Além do HIV-1 infectar e
depletar preferencialmente as células T CD4* especificas aos antigenos do Mtb
(Geldmacher et al. 2010), linfécitos T CD4* multifuncionais, produtores de IFN-y, IL2
e TNF, possuem uma frequéncia reduzida em individuos coinfectados HIV/Mtb
(Kalsdorf et al. 2009). Portanto, a coinfeccdo estabelece um ambiente
desestruturado de células T CD4*, impactando no controle da replicacdo do Mtb e
em sua contencao ao sitio de infeccdo primaria, o que aumenta muito o risco de

reativacdo da TB e da sua disseminac¢do para outros 6rgaos.

Outras alteragcbes importantes influenciam a formacdo, manutencdo, e
composicdo do granuloma. Em individuos coinfectados, o granuloma, quando
formado, exibe uma organizagéo celular pobre, com menos linfocitos e macrofagos,
e grandes areas de necrose, comparado a granulomas tuberculoides de individuos
nao infectados pelo HIV-1 (Revisto por Philips & Ernst 2012). De fato, sugere-se que
as proteinas do HIV-1 possam reduzir a apoptose de macréfagos associada ao Mtb,
um papel especialmente conferido a proteina NEF, o que compromete a restricdo da
micobactéria (Kumawat et al. 2010). Lembrando que a necrose possa ser mais
favoravel ao Mtbh que a apoptose, uma aparente permissividade a este ultimo

processo se estabelece na coinfeccgao.
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Além disso, a autofagia, importante mecanismo catabodlico celular para a
degradacdo e reciclagem de componentes intracelulares, € imunologicamente
regulada na infeccdo por Mtb e utilizada pelos macréfagos como alternativa a nao
formacdo do fagolisossomo, e a translocacdo dos bacilos para o citosol, também
sofre impacto na coinfeccdo (Li et al. 2016). Na TB, pacientes com baixo potencial
autofagico apresentam uma doenca mais severa e desfechos menos favoraveis (Li
et al. 2016). O HIV-1 também é capaz de inibir as vias da autofagia, por acdo de
NEF, através do bloqueio da maturacdo dos autofagossomos, através da interacao
com uma proteina reguladora (Kyei et al. 2009). Esta inibicdo foi observada no
processo de montagem do virion surgente como forma de protecdo contra a
degradacdo autofagica. Em consonancia com este efeito da infec¢do pelo HIV-1 na
autofagia, a presenca do virus em macrofagos infectados pelo Mtb tem sido

associada ao aumento do crescimento micobacteriano (Pathak et al. 2010).

Outras populacdes celulares que também devem contribuir para as alteracfes
observadas na associacdo HIV/TB s@o os linfocitos Thl7 e Th22. Um papel
funcional para estas subpopopulacdes de células T na protecdo imunoldgica contra
a TB tem sido identificado, como o recrutamento de neutréfilos, através da inducao
de MIP-2 e imunidade protetora durante a fase crénica da infec¢cdo por Mtb HN878,
respectivamente, embora essa observacdo baseie-se primariamente em estudos
desenvolvidos em camundongos (Cruz et al. 2010; Treerat et al. 2017). No entanto,
a deplecéo dessas subpopulacdes celulares ainda na fase primaria da infeccéo pelo
HIV-1 pode também contribuir para as diferencas observadas durante as respostas
imunes ao Mtb em pacientes coinfectados pelo HIV-1, comparados agueles nao

infectados pelo virus (Brenchley et al. 2008; Kim et al. 2012).

N&do ha davidas de que a perda de células T CD4" esta relacionada a
reativacdo da TB e a frequéncia aumentada dos casos de TBEP observadas na
coinfeccdo HIV/Mtb. No entanto, o envolvimento das células da imunidade inata

nesse processo deve ser considerado.

A atencdo aos eventos inatos associados a imunopatogénese da TB, a
infecc@o por Mtb e aos seus desfechos clinicos, em muito se concentra nas células
da linhagem mieloide, como mondcitos, macréfagos, DCs e neutréfilos (Sia et al.
2015). O envolvimento das células linfoides inatas como as NK, NKT e células T yd
tém ficado fora do foco, apesar do acumulo de evidéncias crescentes a respeito de
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sua importante participacdo na otimizacdo do desenvolvimento e regulacdo da
resposta imune adaptativa dos linfocitos T CD4* e CD8*, bem como na regulacdo da
inflamacéo. E fato que essas células participam da resposta imune contra o Mtb e
sofrem alteracfes importantes na infec¢éo pelo HIV-1 (Espindola et al. 2016; Morais-
Papini et al. 2017). Portanto, conhecer melhor o perfil desses linfécitos inatos em
individuos HIV/TB e avaliar sua participa¢do na imunopatogénese da coinfeccéo, em

especial dos casos de TB extrapulmonar, se faz relevante.

1.4 Linfécitos da Imunidade Inata

1.4.1 Células “Natural Killer”
As células NK sdo componentes efetores do sistema imune inato, que se

desenvolvem a partir de progenitor linfoide da medula 6ssea comum aos linfécitos T.
Estas células sdo capazes de reconhecer células tumorais ou infectadas por
patdgenos intracelulares, especialmente os virus, através de uma gama de
receptores de superficie, e eliminar o alvo arquitetando uma resposta imune eficaz
dentro de poucas horas apos o inicio da infec¢cdo, sem sensibilizacdo prévia,
utilizando maltiplos mecanismos efetores (Holzemer et al. 2017).

BN

As células NK correspondem a aproximadamente 5-15% dos linfécitos da
circulacao sanguinea periférica e estao distribuidas por diferentes 6rgaos e tecidos
linfoides, como medula 6ssea, timo, nédulos linfaticos e baco, e nao-linfoides, como
intestino, pele, figado, pulmdes e Utero gravidico, além de serem rapidamente
recrutadas aos tecidos periféricos em processos inflamatorios (Carrega & Ferlazzo
2012). Os nodulos linfaticos apresentam 40% de todos os linfocitos do corpo, dos

quais 1 a 7% séao células NK.

A definicdo fenotipica das células NK baseia-se na auséncia de expressédo da
molécula CD3, ou seja, correspondem a linfocitos CD3-, e pela expresséo relativa na
superficie membranar de ambas as moléculas CD56, ou molécula de expressao
neural (NCAM-1), e CD16, também identificada como receptor de baixa afinidade
para imunoglobulina gama, ou FcyRIll (Robertson & Ritz 1990). A densidade
combinada de expressao de CD56 e CD16 resulta em diferentes subpopulagbes de
células NK, e embora ndo haja um significado funcional direto para niveis altos e

baixos de expressdo de CD56, uma vez que a funcdo dessa molécula ndo é

conhecida em células NK humanas, de certo modo essa variagdo de expressao
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coincide com as principais caracteristicas funcionais das células NK. Cerca de 90%
das células NK circulantes, apresentam uma menor expressdo de CD56,
caracterizando o fendtipo CD56%™, o qual € mais naturalmente citotoxico, ineficiente
na producédo de citocinas e com capacidade proliferativa reduzida. Essas células sao
também CD16P"" o que |lhes d& a capacidade de se ligar a antigenos virais
expressos na superficie de células infectadas, através de imunoglobulinas da classe
G (IgG), e induzir a lise das células-alvo, um mecanismo de a¢do conhecido como
citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC). Os outros 10% restantes
das células NK sé@o representados por uma subpopulacdo com elevada expressao
de CD56 (CD5619"), que também é CD16%™ ou CD16", e possui baixa citotoxicidade
natural, mas alta capacidade proliferativa e de secrecdo de citocinas (Leal et al.
2017). Cerca de 75% das células NK encontradas nos nédulos linfaticos séo
CD56"19" (Ferlazzo et al. 2004).

Essas células possuem ainda um complexo repertorio de receptores de
superficie codificados na linhagem germinativa, que ndo sofrem rearranjo génico
como os receptores antigénicos dos linfécitos T e B, mas que também séo capazes
reconhecer multiplos ligantes nas células-alvo, e através dos quais ocorrem as

sinalizacdes de ativacdo e/ou inibicdo (Long et al. 2013).

De um modo geral, os receptores ativadores reconhecem moléculas
exdgenas e endogenas expressas em células alteradas, que indicam a existéncia de
anormalidade, enquanto o0s receptores inibitérios reconhecem principalmente
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade de classe | (MHC-I)
classico e nao-classicos, expressos nas células-alvo (Shifrin et al. 2014). A resposta
imune efetora das células NK resulta da integracdo de sinais disparados pelos
receptores inibitorios e estimulatorios presentes nas células-alvo. Portanto, o
balanco entre os sinais captados pelos diferentes receptores ira definir a atividade
das células NK (Long et al. 2013).

E notdrio que as células NK ndo necessitam de sensibilizacdo antigénica
prévia para realizarem suas fung¢des, o que lhes permite uma acdo imediata frente
aos estimulos. Embora a densidade das moléculas de MHC-I seja fundamental para
sua regulacdo, os mecanismos envolvidos na modulagéo desse processo ainda nao
estédo totalmente elucidados. Em condi¢cdes normais de homeostasia, 0os dois grupos

de receptores promovem um intercambio de sinais, que culminam com o0s sinais

18



inibidores se sobrepondo aos ativadores, mantendo as células NK tolerantes e em
estado de repouso (Fig. 4.B). Duas teorias sdo propostas para 0s mecanismos de

ativagao das células NK: “missing self” e (“stress”-)“induced self” (Watzl 2003).

A teoria “missing self”, que na traducédo literal da lingua inglesa significa
“‘perda do proprio”, diz respeito a reducdo ou perda das moléculas de MHC-I,
presentes nas células normais de invertebrados, e sugere que as células NK tenham
seu limiar de ativacéo reduzido quando isto acontece (Fig. 4.A). A diminuicdo da
densidade de expressdo dessas moléculas torna as células NK citotoxicas frente ao
alvo, caso seja transmitido um sinal positivo através dos receptores de ativacao
(Raulet & Vance 2006; Elliott & Yokoyama 2011).

Por sua vez, a teoria (“stress”) “induced self’, ou “indugdo do préprio”, ou
ainda, “inducao do préprio por estresse”, postula que mesmo n&o havendo alteracéo
no MHC-I, as células NK tornam-se ativadas pelo aumento de sinais ativadores,
disparados pela expressdo aumentada de moléculas ligantes dos receptores de
ativacdo, na célula-alvo, de modo a sobrepujar os sinais inibitérios presentes, o que
pode ocorrer numa infeccéo viral, por exemplo (Fig. 4.C) (Pegram et al. 2011). A
referéncia ao estresse baseia-se no fato de que células submetidas a uma injaria, ou
a um estresse, também podem expressar moléculas ligantes dos receptores de

ativacdo das células NK (Pegram et al. 2011).
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A “Missing-self”’ B Normal C “Induced-self”

Alvo
\ MHC-I

 Receptor

Células NK /| inibitério .. ativador

Figura 4. Mecanismos propostos para a tolerancia e ativagdo das células NK.
(A) Ativagdo através do mecanismo “missing self’; (B) Mecanismo de tolerancia; (C) Ativagdo atraves
do mecanismo “induced self”. Adaptado de Elliott & Yokoyama 2017.

O repertério de receptores das células NK abrange moléculas distintas
pertencentes a diferentes familias, sendo que uma mesma familia pode incluir tanto
receptores de ativacdo, quanto de inibicdo (Middleton et al. 2002; Pegram et al.
2011). O repertorio de células NK é moldado por receptores KIR (receptores do tipo
imunoglobulina de células “killer”), receptores LILR (receptores semelhantes a
imunoglobulinas de leucdcitos com dominios extracelulares multiplos), receptores de
lectina tipo C, receptores de citotoxicidade natural (NCRs), e outras moléculas

acessorias que participam desse processo (Tabela 1).

Os receptores KIR sdo reguladores chave do desenvolvimento, tolerancia e
ativacdo das células NK e tém como principais ligantes os diversos alelos de MHC-I
(HLA-A, HLA-B e HLA-C), os quais sao expressos na superficie de todas as células
nucleadas do organismo (Caligiuri 2008; Campbell & Purdy 2011). Os receptores
KIR possuem ectodominios semelhantes as imunoglobulinas e, em geral, podem ter
2 (KIR2D) ou 3 dominios (KIR3D). Séo codificados por 14 genes (2DL1 a 2DL5,
3DL1 a 3DL3, 2DS1 a 2DS5, e 3DS1) altamente polimoérficos, e podem transduzir
sinais inibitérios ou de ativacéo, dependendo de sua cauda citoplasmatica (Campbell
& Purdy 2011). KIR inibitérios (KIR2DL ou KIR3DL) possuem uma longa cauda
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citoplasmatica que contém dois dominios ITIM (motivo inibitério de receptores
imunoldgicos baseado em tirosina), que inibem a atividade celular. Por sua vez, KIR
ativadores (KIR2DS ou KIR3DS) tém cauda citoplasmatica curta acoplada a
molécula DAP12, a qual possui dominios ITAM (motivo ativador de receptores
imunologicos baseado em tirosina) (Campbell & Purdy, 2011; Sivori et al. 2014).
Embora os ligantes de KIR inibitérios sejam predominantemente os varios alelos de
HLA-A, HLA-B e HLA-C, produtos microbianos como oligonucleotideos CpG também
ja foram descritos em associacao a essas moléculas (Sivori et al. 2014). Para os KIR
ativadores, os ligantes ainda ndo se encontram totalmente elucidados (lvarsson et
al. 2014).

Dentre os receptores de lectina tipo C, a familia NKG é composta por
moléculas de grande importancia para as células NK, compreendendo sete
membros referidos como NKG2A, -B, -C, -D, -E, -F e —H, com A/B e E/H sendo
variantes originarias dos mesmos genes (Brostjan et al. 2000). Com excecao de
NKG2D, essas moléculas formam heterodimeros com a molécula invariante CD94,
também uma lectina tipo C. Os receptores NKG2A e NKG2B sé&o inibitorios e
possuem dominios ITIM em suas caudas intracelulares; os receptores NKG2C,
NKG2E e NKG2H sédo moléculas ativadoras e sinalizam via DAP-12, acoplada ao
prolongamento citoplasmatico de CD94 e que contém motivo ITAM. Apesar das
capacidades distintas de sinalizacdo de seus membros, o complexo NKG2-CD94
reconhece o mesmo ligante presente na superficie das células alvo, as moléculas de
MHC-I nédo classico HLA-E (Brostjan et al. 2000). Embora pertenca a familia NKG2 e
seja um dos receptores mais bem caracterizados, o0 NKG2D apresenta
caracteristicas bem distintas dos demais componentes. NKG2D é expresso de modo
constitutivo em essencialmente todas as células NK humanas em repouso,
apresentam-se como homodimeros e associam-se as moléculas DAP-10 ou DAP-
12, que além de darem estabilidade ao complexo receptor, sdo responsaveis pela
transducgéo de sinais, via motivos YINM e ITAM, respectivamente (Lanier 2015). Em
humanos, esse receptor é invariante e reconhece moléculas induzidas pelo estresse
celular, como proteinas estruturalmente associadas a cadeia do MHC-I, incluindo
MIC-A e MIC-B, e os seis membros da familia de proteinas ligantes de UL16 (ULBP)
(Eagle et al. 2009). Portanto, conceitualmente, o NKG2D funciona como um sensor

geral para o reconhecimento do “induced self’, para a deteccéo e eliminagdo de
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células hiperproliferativas, células transformadas ou células infectadas por agentes

patogénicos (Lanier 2015).

A familia multigénica LILR corresponde a receptores inibitorios e de ativagéo,
homélogos entre si em suas porgdes extracelulares, porém diferentes nas regides
intracelulares. Os LILRs possuem dois ou quatro dominios extracelulares
semelhantes a imunoglobulinas, e uma cauda citoplasmatica longa contendo
motivos ITIM, quando inibitérios, e enquanto os ativadores, apresentam uma cauda
citoplasmatica curta, associada a cadeia FcyR, com motivos ITAM (Hirayasu & Arase
2015). Estruturalmente, os LILRs sdo categorizados como membros do grupo 1
(LILRB1, LILRB2 e LILRA1-3) e membros do grupo 2 (LILRB3-5 e LILRA4—6), com
base nos residuos de LILRB1 que interagem com as moléculas de MHC-I. Embora
seja uma familia de receptores identificada ha quase vinte anos, sua significancia
clinica e biolégica permanece pouco compreendida. No entanto, o receptor LILRB1
ou CD85j, que possui funcao inibitéria para as células NK ao reconhecer um amplo
espectro de MHC-I classicos (HLA-A, B e C) e nédo classicos (HLA-E e G), tém
importante participacdo na resposta de NK contra infecgbes virais (lannello et al.
2006).

Os NCRs sao receptores de ativacdo e pertencem a superfamilia das
imunoglobulinas, embora se assemelhem estruturalmente aos KIR e LILR, sendo
expressos majoritariamente em células NK (Hudspeth et al. 2013). NKp30, NKp46 e
NKp80 sdo expressos em células NK quiescente, constitutivamente, enquanto
NKp44 é expresso apenas em ceélulas NK ativadas (Middleton et al. 2002). Os NCRs
interagem com uma gama de ligantes que variam de moléculas de origem
bacteriana, parasitaria e viral, a moléculas originarias das proprias células alvo
(Kruse et al. 2014). A densidade superficial dos NCRs correlaciona-se com a
magnitude de atividade citolitica das células NK. A transdugéo de sinais ativadores
utiliza os adaptadores DAP-12, CD3( e FcyR quando reconhece seus ligantes (Sivori
et al. 2014).

Vérias outras moléculas com diferentes caracteristicas estruturais também
participam do processo de ativacdo das ceélulas NK, diretamente ou como
coestimuladoras, como CD69, CD160, CD161, CD244, CD226, entre outras.

Assim como o receptor NKp44, a molécula CD69 ndo é expressa na
superficie de células NK em repouso (Ziegler et al. 1994; Pisegna et al. 2002). Esse
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receptor pertence a familia de lectinas tipo C (Ziegler et al. 1994) e sua expressao
pelas células NK esta condicionada a ativagcdo através de citocinas, como IL-2, IL-7,
IL-12 e IFN-a, bem como a partir da ligagao ao receptor CD16, sendo prontamente
sintetizada (Ziegler et al. 1994). A interacdo entre o receptor CD69 e seu ligante,
desconhecido até o momento (Radulovic & Niess 2015), € capaz de induzir a
atividade citotoxica e a producé@o de citocinas coestimulatdrias, ndo apenas pelas
células NK, mas também pelas células T (Pisegna et al. 2002). Essa molécula ja foi
associada a producdo aumentada de IFN-y em células NK com fendétipo de memoaria
(Romee et al. 2012), além do envolvimento com a resposta imune regulatoria em

mucosas (Radulovic & Niess 2015).

O receptor CD160, por sua vez, € uma proteina de membrana com um Unico
dominio de Ig, expresso em diversos tipos celulares, especialmente em células
citotoxicas, como é o caso das células NK, células T CD8* e células T yd (Maeda et
al. 2005). De acordo com seu ligante, pode assumir funcdes ativadora, inibitoria (Le
Bouteiller et al. 2011) ou coestimulatéria (Maeda et al. 2005). Nas células NK, a
interacdo do receptor CD160 com moléculas de MHC-I classicas e ndo-classicas
estd diretamente ligada a citotoxicidade (Maiza et al., 1993), contudo, essa pode
apresentar variacées de individuo para individuo (Le Bouteiller et al. 2011). Ainda, a
interacdo desse receptor com seu ligante promove inducdo da producdo de
citocinas, como grandes quantidades de IFN-y, bem como as citocinas TNF e IL-6
(Barakonyi et al. 2004).

A molécula CD161 também um membro da familia de receptores de lectinas
tipo C, é expressa por grande parte das células NK (Lanier et al. 1994). Entretanto,
sua funcéo e frequéncia de expressdo tendem a ser contraditérias nos diferentes
estagios do desenvolvimento dessas ceélulas (Montaldo et al. 2013). Em células NK
imaturas, o receptor CD161 apresenta-se em frequéncias reduzidas e detém funcao
ativadora (Montaldo et al. 2012). Em contrapartida, em células NK maduras, essa
molécula assume papel inibitério, tendo em vista que a interagdo com seu ligante, o
transcrito semelhante a lectina 1 (LLT1), ndo resulta em producéo de citocinas ou
atividade degranulatoria por essas células (Montaldo et al. 2013), de outro modo, a
perda da interagdo entre o CD161 e seu ligante resulta na ativacdo de células NK
através do mecanismo “missing-self” (Mesci et al. 2006). Embora a fungéo desse

receptor seja principalmente definida como inibitdria em células NK, em células T
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sua funcdo pode ser descrita como inibitoria e coestimulatoria (Hassouneh et al.
2017).

O receptor CD244 (2B4), um membro da familia das moléculas de sinalizacao
da ativacao de linfocitos (SLAM), esta presente em todas as células NK humanas,
sendo expresso sob uma ou duas isoformas, das quais apenas uma tem
demonstrado ativar a citotoxicidade dessas células (Mathew et al. 2009). O ligante
identificado para o CD244 é a molécula CD48, presente em todas as células
hematopoiéticas. Postula-se que a molécula CD244 possa ter um potencial
multifuncional e regulatério, e que o desfecho de sua estimulacdo possa ser
dependente do estagio de maturacdo da célula NK, mas estd frequentemente
associada a atividade citotoxica dessa célula (Mathew et al. 2009; Pegram et al.
2011).

O CD226, também conhecido como DNAM-1 (molécula acesso6ria DNAX-1), é
expresso em cerca de 50% das células NK, e possui importante funcéo
coestimulatoria dessas células, estando envolvido no processo de formacdo da
sinapse imunoldgica citotoxica (Xiong et al. 2015). Os ligantes desse receptor sdo as
moléculas CD112 (Nectina-2) e CD155 (Vimentina), as quais sdo amplamente
distribuidas em células normais neuronais, epiteliais, endoteliais e fibroblastos, e em
células transformadas ou infectadas por patdgenos, sendo seu aumento de
expressao percebido pelas células NK. Elas também sdo expressas por células
imunes como mondcitos, DCs e linfécitos T ativados (Pegram et al. 2011; Xiong et al.
2015).
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Tabela 1. Receptores ativadores e inibitorios expressos em células NK.

Familia Receptor Funcéo
ILT CD85j Inibitéria
CD158a Inibitéria
CD158b1 Inibitéria
CD158b2 Inibitéria
CD158d Inibitéria
KIR _
CD158e/CD158e1l Inibitéria
CD158e2 Ativadora
CD158i Ativadora
CD158j Ativadora
CD9%4 Ativadora / Inibitéria
NKG2A Inibitéria
_ ; CD161 Inibitéria
Receptor de Lectina tipo C

NKG2C Ativadora
CD69 Ativadora
NKG2D Ativadora
NKp30 Ativadora
NKp44 Ativadora

NCR
NKp46 Ativadora
NKp80 Ativadora
Superfamilia das CD160 Ativadora
imunoglobulinas CD226 Ativadora
SLAM CD244 Ativadora

Além da ativacao direta pelas células alvo, as células NK podem ser ativadas
por mediadores inflamatérios produzidos durante a inflamacdo, respondendo
indiretamente ao estabelecimento da infeccdo. Em situacbes de inflamacdo ou
infeccédo viral, mondcitos, macrofagos, neutrofilos, DCs e linfocitos T secretam IL-2,
IL-12, IL-15, IL-18 e IL-21 em abundancia, as quais direcionam a ativacado das
células NK, aumentando a secrecdo de citocinas citotoxicas e a habilidade de
destruir células alteradas (Wu et al. 2017).

A integragdo dos sinais ativadores e inibitérios desencadeia a funcéo efetora
das NK, caracterizada pela producdo de mediadores inflamatérios sollveis e,
principalmente, pela citotoxicidade as células alvo. As células NK possuem um
grande numero de granulos secretores 0os quais estocam e liberam proteinas

indutoras de morte celular, como perforina, granzimas e granulisina (Revisto por
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Mandal & Viswanathan 2015; Revisto por Elgarhy et al. 2015). Essas proteinas
liticas sdo estocadas em granulos circundados por uma bicamada lipidica, a qual
contem glicoproteinas associadas a membrana lisossomal, incluindo CD107a,
CD107b e CD63 (Winchester 2001). Portanto, a ativacdo das células NK induz a
exocitose desses granulos, cujo conteudo litico é liberado na sinapse imunoldgica,
num processo denominado degranulacdo (Chan et al. 2007). A liberacdo desses
granulos citoliticos leva a apoptose da célula-alvo, envolvendo o sistema
perforina/granzimas ou a expressao das proteinas pré-apoptoticas Fas-ligante
(FasL; CD95L) e TRAIL copresentes nos granulos, na superficie celular (Monleon et

al. 2001; Krzewski & Coligan 2012).

A perforina pertence a familia de proteinas do complexo de ataque a
membrana e insere-se na membrana plasmatica da célula-alvo funcionando como
um poro de estrutura semelhante ao complexo de ataque a membrana C5-C9 do
sistema complemento (Revisto por Voskoboinik et al. 2010). Os poros de perforina
sao utilizados para facilitar o transporte de granulisina e granzimas para o interior do
citoplasma das células-alvo. As granzimas sdo uma familia de serina proteases com
diversos membros, sendo a principal constituinte das células NK a granzima B. Esta
enzima pode iniciar a apoptose na célula-alvo através da ativacdo direta das
Caspases 3 e 7 (Afonina et al. 2010). A granulisina por sua vez € uma proteina que
compartilha semelhancas com a saponina e que possui a habilidade de interagir com
lipideos. A injaria causada nos lipideos da membrana leva a liberacdo do citocromo
¢ no interior do citosol, iniciando apoptose junto a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (Okada et al. 2003).

Em adicdo a sua funcao litica, as células NK podem secretar quimiocinas e
citocinas, como MIP-13, TNF e IFN-y, que recrutam e ativam outras células imunes,
promovem resisténcia celular a infecgéo e influencia a resposta imune adaptativa
(Mandal & Viswanathan 2015).

As células NK estdo envolvidas na infeccdo pelo Mtb, sendo capazes de
produzir uma resposta imune vigorosa contra a micobactéria, mas seu papel exato
durante a TB permanece desconhecido. Essas células séo recrutadas para os sitios
de infeccdo bem no inicio, estando envolvidas no desenvolvimento do granuloma
inato, podendo participar mesmo da eliminacdo do Mtb (revisto por Ehlers &

Schaible 2013). A resposta de células NK contra o Mtb pode ocorrer via
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reconhecimento de macrofagos infectados através de receptores como NKp46 e
NKG2D que reconhecem UBLP1 e vimentina, respectivamente, aumentadas nessas
células apés a infeccdo (Vankayalapati et al. 2005). Além disso, um contato direto
entre o acido micolico e a proteina arabinogalactana da micobactéria com o receptor
NKp44 também tem sido considerado, enquanto o receptor do tipo “Toll” 2 (TLR2)
reconhece diretamente o M. bovis em DCs derivadas de mondcitos (Marcenaro et al.
2008; Esin et al. 2013). As células NK podem ainda secretar citocinas que sao
capazes de expandir a resposta imune das populacdes de células T CD8* e NKT
(Revisto por Vankayalapati & Barnes 2009). A IL-12 é um forte fator estimulador de
células NK secretado por macréfagos e que induz aumento da funcdo dessas
células e promove a sintese e secrecdo de IFN-y. Células NK ativadas por IL-12 sédo
capazes de inibir o crescimento de Mtb (Denis 1994).

In vitro, as células NK induzem ainda a resposta imune de células T CD8*
através da destruicdo de macréfagos infectados (Vankayalapati et al. 2004), ou de
células T reguladoras (Roy et al. 2008), e pela intensificacdo do “crosstalk” com DCs
na presenca de Mtb (Vankayalapati et al. 2009), indicando que células NK séo

importantes para a inducéo da resposta imune adaptativa na TB.

As células NK parecem ter um papel importante também na infeccdo pelo
HIV-1. No entanto, alteracfes fenotipicas e funcionais importantes sdo observadas
para essas células, como por exemplo, a reducdo de expressdo de CD16, assim
como da circulacdo das células CD569mCD16* (Hu et al. 1995; Mavilio et al. 2005).
Alteracdes significativas na expressao do repertério NK apés a infec¢do pelo HIV-1
tém sido descritas, como a reducdo de NKp30, NKp44 e NKp46 (Mavilio et al. 2003).
Alteracfes funcionais também ja foram descritas para as células NK na infeccéo
pelo HIV-1, como a reducéo de sua capacidade citotoxica, bem como na producéo e
secrecdo de IFN-y e TNF (Mavilio et al. 2003; Mavilio et al. 2005).

Por outro lado, uma atividade mais intensa das células NK e a expressao de
NCRs estdo associadas com a preservacdo das funcdes de células T CD4* e com
carga viral mais baixa (Mavilio et al. 2003). De fato, estudos tém demonstrado uma
importante participagdo das células NK no controle da infec¢cdo pelo HIV-1. Scott-
Algara et al. (2008) caracterizaram um subgrupo de células NK CD85j* capazes de
controlar a replicacdo do HIV-1 em DCs derivadas de mondcitos in vitro. As

associacdes genéticas entre haplétipos de KIR e a resisténcia a infeccéo pelo HIV-1
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ou uma progressdo mais lenta para AIDS, ja foram bem estabelecidas (Martin et al.
2002; Ravet et al. 2007; Carrington et al. 2008). Em particular, os produtos dos
genes KIR3DL1 e KIR3DS1 (CD158el e CD158e2, respectivamente) tém sido
associados ao controle da replicagdo do HIV-1 por células NK, em individuos
capazes de controlar naturalmente a infeccdo pelo HIV-1, na auséncia de cART, os
chamados nao-progressores (LTNP) e controladores de elite (EC) (Long et al. 2008,
Kamya et al. 2011). Um estudo desenvolvido por Marras et al. (2013) demonstrou
gue as células NK desses pacientes, quando estimuladas, ndo expressam o receptor
NKp44, o que parece correlacionar-se a preservacdo das células T CD4*. No
entanto, a capacidade citolitica das células NK é preservada, o que pode estar
associado ao aumento de expressao de NKG2D observado nesses controladores
virémicos. Esse estudo indica uma resposta imune conservada de células NK,
acompanhado por uma restricdo seletiva de NKp44, uma via de cunho
imunopatogénico para as células T CD4*. Em individuos expostos ao HIV-1, células
NK multifuncionais foram identificadas e relacionadas aos eventos iniciais de
controle e ao ndo estabelecimento da infeccdo (Lima et al. 2016). Além disso, varios
autores demonstraram mutacfes de escape para linfécitos T citotoxicos no HIV-1,
mas que sao reconhecidas pelas células NK, reforcando a importancia dessas
células na infeccdo (Alter et al. 2011; Fadda et al. 2011).

No entanto, quando considera-se a associacdo HIV-1 e TB, o papel de células
NK e demais células da resposta imune inata pouco esta definido. A producdo de
citocinas pelas células NK, como IL-2, IL-15, IFN-y e TNF encontra-se
acentuadamente reduzida na associacdo HIV/TB pulmonar (Ramana Rao et al.
2010). Em contrapartida, um estudo realizado no Camboja com pacientes
coinfectados HIV/Mtb e submetidos & cART, demonstrou o envolvimento das células
NK com perfis fenotipicos e citotoxicos diferenciados naqueles individuos que se
encontravam sob o risco de desenvolver quadros clinicos reacionais associados a
sindrome inflamatdria de reconstituicdo imune (IRIS) (Pean et al. 2012). Estes
achados apontam para uma participacdo importante da resposta imune inata no

desenvolvimento de processos reacionais observados em coinfecgdes.

Frente a esta observagdo, podemos postular a seguinte hipbtese: na
coinfeccao HIV/Mtb, as células NK e demais células do sistema imune inato podem
também estar envolvidas no processo de contengcdo do Mtb e na imunopatogénese
da TBEP. De fato, alteracbes na atividade de células NK observadas na infec¢ao
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pelo HIV-1, como a reducdo da sua capacidade de responder a macrofagos
infectados pelo Mth, pode interferir com o processo de apoptose via Caspases 3 e 7
(Afonina et al. 2010), e deste modo, por exemplo, facilitar que a necrose de
macréfagos induzida pelo Mtb via Caspase 1 ocorra (Davis & Ramakrishnan 2009).
Isto associaria de modo indireto as células NK a patogénese da TB extrapulmonar
em pacientes coinfectados pelo HIV-1. Portanto, a caracterizacdo do perfil dessas
células circulantes, em pacientes com apresentacdo TBEP, € bastante relevante.

Além disto, o conceito de memdéria imune inata para células NK também deve
ser considerado para a patogénese da TBEP. O conceito de “imunidade treinada”
descrita para mondcitos também tem sido aplicado para as células NK. A expressao
do receptor heterodimérico de ativagdo CD94/NKG2C nas células NK circulantes,
vem sendo relacionado ao perfil "treinado" ou de memdria nestas células (Guma et
al. 2006; Lopez-Verges et al. 2011; Beziat et al. 2013). Esta observacéo diz respeito
a individuos assintomaticos soropositivos para citomegalovirus humano (HCMV),
que expressaram alta frequéncia de células NK CD94/NKG2C*, em comparacao a
dadores soronegativos ou soropositivos para outros herpes virus. Estas células
foram associadas ao contato com o virus (Guma et al. 2006). Faz-se interessante a
observacdo de que o receptor de ativacdo NKG2C é geralmente expresso por uma
minoria de células NK no sangue periférico, enquanto a maioria das células NK
expressa 0 receptor inibidor CD94/NKG2A. A reativacdo do HCMV levou a um
aumento duradouro das células NK NKG2C*, que preferencialmente expressavam
CD57, mas nédo possuiam NKG2A (Foley et al. 2011, Foley et al. 2012; Dauvis et al.
2015). Células NK de memoria podem ser importantes para o processo de restricdo

do Mtb aos sitios de infeccdo priméaria.

1.4.2 Células “Natural Killer” T Invariantes

As células “natural killer” T ou NKT estdo entre os primeiros componentes do
sistema imune a responderem contra diversos agentes infecciosos e a produzirem
resposta inflamatoria, atuando como uma conexao entre o sistemas imunes inatos e
adaptativo. Sdo capazes de direcionar a natureza e a qualidade da resposta das
células T, devido a sua pronta capacidade de producdo de citocinas frente a
infeccdo, e desempenham importante papel na regulacdo da tolerancia a

transplantes, doencas autoimunes, alergias, inflamacdo e doencas infecciosas
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(Terabe & Berzofsky 2008). Estas células representam uma subpopulacdo de
linfécitos inatos que compartilham semelhancas com as células NK e com os

linfécitos T da imunidade adaptativa, como seu préprio nome indica.

As células NKT expressam moléculas de superficie definidoras de células NK,
como CD56 e CD161, e dos linfocitos T convencionais, como CD3 e os receptores
de antigeno de células T (TCR), que resultam de rearranjo génico e que reconhecem
lipideos e glicolipideos no contexto de moléculas ndo polimoérficas que se
assemelham aquelas do MHC-I, conhecidas como CD1d (Waldowska et al. 2017).
As moléculas CD1d sao constitutivamente expressas em todos os linfocitos, mas
predominante em células apresentadoras de antigenos, como DCs, linfocitos B e

macréfagos (Tessmer et al. 2009).

Raras no sangue periférico, representam cerca de 0,001 a 1% dos linfécitos
circulantes em humanos, podendo chegar a 3% em alguns individuos (Berzins et al.
2011). As células NKT sdo encontradas em varios tecidos e 6rgdos, como figado,
baco, pulmdes, timo, medula d&ssea, ndédulos linfaticos, pele e peritbnio
(Slauenwhite & Johnston 2015), com sua frequéncia variando de 0,0001-0,001 no

timo, a 1% no figado e 10% no peritdnio (Berzins et al. 2011).

Com base nas diferencas das caracteristicas dos TCRs, as células NKT
restritas ao CD1d séo divididas em dois subgrupos principais: NKT tipo | e NKT tipo
Il (Juno et al. 2012; Kumar & Delovitch 2014). Embora haja divergéncia na literatura,
a maioria das células NKT em humanos séo do tipo | (Bendelac et al. 2007; Liao et
al. 2013, Kumar & Delovitch 2014, Waldowska et al. 2017). Essas células expressam
um TCR formado por uma cadeia a unica, resultante do rearranjo dos segmentos
Va24 e Ja18, e por uma cadeia B de variedade restrita, geralmente V11, sendo,
portanto, também conhecidas como NKT invariante ou iNKT (Juno et al. 2012). As
NKT tipo Il, por sua vez, exibem TCRs com muito mais variedade de sequéncias,
assemelhando-se mais as células T convencionais. No geral, as células NKT sao
fenotipicamente definidas como CD34M/CD56* (Schmidt-Wolf et al. 1993; Almehmadi
et al. 2014) e as INKT identificadas no contexto destas células como Va24Ja18*
(Montoya et al. 2007), sendo estas as células NKT mais bem estudadas e

caracterizadas.

As INKTs podem ser classificadas em subpopulacdes, de acordo com a
expressdo de CD4 e CD8, como CD4*CD8-, CD4CD8* e duplo-negativas (DN) CD4"
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CD8 (Lee et al. 2002; Gumperz et al. 2002). No entanto, INKTs CD4*CD8* duplo-
positivas também ja foram descritas, embora numa frequéncia bastante reduzida
(Montoya et al. 2008). Além disso, estudos diversos demonstraram a existéncia de
subpopulacdes de células iINKT que diferem em termos da producao particular de
citocinas e a expressao especifica de fatores de transcricdo. Essa classificacao
possui concomitancia com a classificacdo das células T “helper” convencionais, e
agrupa as células iINKT, predominantemente, como NKT-1, NKT-2 e NKT-17. Essas
células expressam os fatores de transcricdo T-bet, GATA3 e RORyt, que regulam,
respectivamente, as células Thl, Th2 e Thl7 (Kim et al. 2006; Michel et al. 2007,
Lee et al. 2013). As células NKT-1 liberam grandes quantidades de IFN-y, enquanto
aguelas NKT-2 participam efetivamente como Th2, com a secrec¢éo de IL-4, IL-9, IL-
10 ou IL-13 (Watarai et al. 2012). As células NKT-17 liberam IL-17, uma vez
ativadas, e promovem um estado de inflamacdo (Michel et al. 2007). Estas células
estdo associadas a expressdo da molécula CD161, marcador natural de células NKT
e caracteristicamente expresso na superficie das células Th1l7 (Annunziato et al.
2007; Kleinschek et al. 2009; Ito & Seishima 2010; Moreira-Teixeira et al. 2011). Um
estudo mais recente realizado por Sag et al. (2014) demonstrou ainda a existéncia

das células NKT-10, com perfil secretor de IL-10.

Multiplos mecanismos de ativacao ja foram descritos para as células iNKT. A
ativacao direta dessas células possui analogia a ativacdo dos linfocitos T classicos,
envolvendo o reconhecimento pelo TCR da INKT, do antigeno lipidico microbiano
apresentado no contexto de CD1d (Reilly et al. 2010). Estas células também podem
ser alertadas sobre a presenca de patégenos quando antigenos lipidicos
enddgenos, associados ao CD1d, sdo apresentados por APCs, as quais foram
previamente ativadas via TLR (Kronenberg et al. 2009). O estimulo de DCs com
lipopolissacarideo (LPS) ligante de TLR4, resulta na producdo de IL-12 e no
reconhecimento endégeno do complexo CD1d-ligante, que em conjunto com a
sinalizacdo de IL-12, induz a fungéo efetora de células iNKT (Nagarajan et al. 2007).
Além disso, a combinagéo das citocinas pro-inflamatorias IL-12 e IL-18 é suficiente
para ativar as iINKT, de modo independente a apresentacdo de antigeno via CD1d
(Reilly et al. 2010). Uma vez ativadas, as células iNKT produzem um coquetel de
moléculas efetoras solUveis e associadas a membrana. Além das citocinas, estas
células produzem proteinas citoliticas que incluem perforina, granzimas e

granulisina, como as células NK, assim como moléculas de superficie envolvidas na
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citotoxicidade, como FasL, culminando com a apoptose da célula-alvo (Gansert et al.
2003; Matsuda et al. 2008).

As células iNKT participam da imunidade de individuos com TB ativa, uma
vez que estas encontram-se ativadas nesses pacientes (Montoya et al. 2008). Isto
sugere que o Mtb possa produzir lipideo antigénico capaz de ser reconhecido pelas
células iINKT, ou que a TB induza a expressdo ou exposicdo de antigeno lipidico
enddgeno. De fato, TCR de alta afinidade para o complexo formado por &cido
micolico derivado de Mtb e CD1d, foi identificado para NKT (Van Rhijn et al. 2013).
Além disso, deficiéncia de células INKT ja foi associada ao desenvolvimento de TB
ativa, uma vez que a comparacdo de biomarcadores imunologicos entre pacientes
com TB latente e ativa demonstrou que essa deficiéncia é preditiva de ativacdo da
doenca em individuos infectados pelo Mtb (Sutherland et al. 2009). Em adicdo, a
producdo do fator estimulador de colbnias de granuldcitos e macréfago (GM-CSF)
pelas células INKT também estd associado a resisténcia ao Mtb (Rothchild et al.
2017).

As células INKT séo susceptiveis a infeccdo pelo HIV-1, em particular as
subpopulagcdes CD4*, uma vez que também expressam CCR5, correceptor de
entrada para o HIV-1 (Sandberg et al. 2002; Vasan et al. 2010). Estas células sdo
rapidamente depletadas durante a infeccdo aguda, colaborando com a cronificacéo
da infeccdo pelo HIV-1 (Fernandez et al. 2014). Estas células sdo preservadas em
alguns individuos, sendo, porém, funcionalmente comprometidas (Moll et al. 2009;
Snyder-Cappione et al. 2009). Considerando a participacdo das células NKT na
formacdo inicial do granuloma na TB e na contencdo da micobactéria, € relevante a
investigacdo dessas células nas manifestacBes extrapulmonares da TB em
individuos HIV/Mtb coinfectados.

1.4.3 Células T yd

As células T yd correspondem a um importante subgrupo de linfécitos T,
referidos como ndo convencionais, que possuem a habilidade de reconhecer uma
gama de antigenos através do TCR, independente de sua apresentacdo no contexto
das moléculas de MHC (Bonneville et al. 2010). Como o proprio nome revela, essas
células também diferem das células T af convencionais pela composicdo do TCR, o

qual consiste de heterodimeros formados pelas cadeias y e & (Wu et al. 2014). Em
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humanos, as células T yd séo identificadas primariamente pelo segmento variavel da
cadeia © utilizada (Vd), definindo ao menos duas subpopulacbes: aquelas que
expressam o segmento variavel 1 (Vd1%), encontradas no timo e nos tecidos
periféricos, e aquelas que expressam essencialmente a cadeia & com a regiao
variavel 2 (V62*) (Vantourout & Hayday 2013). Estas Vd2* geralmente tém associada
a cadeia y constituida pela regido variavel 9 (Vy9¥) e, por isso, sdo conhecidas como
T Vy9*Vd2 semi-invariaveis, e constituem as células T yd do sangue periférico
(Vantourout & Hayday 2013; Ribeiro et al. 2015).

Estes linfocitos T possuem uma capacidade inerente de reconhecer antigenos
rapidamente apoOs infeccdo ou outras formas de estresse, e por responder
amplamente, sem a necessidade de expansao clonal extensa ou diferenciacéo, o
que permite as células T yd participarem dos estagios iniciais da resposta imune
conhecidos como fase aferente (Hayday 2009). Portanto, essas células séo
descritas como linfécitos efetores potentes contra patégenos (Lawand et al. 2017).

As especificidades das células T yd ainda s&o pouco conhecidas, mas nao se
restringem ao reconhecimento de peptideo associado ao MHC, sendo sugerido que
ocorra com amplitude semelhante ao reconhecimento antigénico das
imunoglobulinas (Vantourout & Hayday 2013). A hipétese fundamentada ha trinta
anos continua sendo considerada (Janeway et al. 1988), na qual essas células
sejam capazes de reconhecer e reagir as moléculas de MHC, independente do
conteudo associado a fenda, ou a moléculas de MHC néo classicas, como CD1,
guanto a moléculas relacionadas ao MHC, como MIC-A, MIC-B e ULBPs (Adams et
al. 2005; Chien & Konigshofer 2007; Willcox et al. 2012; Uldrich et al. 2013). As
células Vy9Vd2 reconhecem fosfoantigenos que sdo expressos pela via bioquimica
do fosfato de metil-eritritol, muito utilizada no metabolismo de bactérias, fungos e

parasitas, entre os quais o Mtb (Champagne 2011; Tyler et al. 2015).

Além dos TCR com especificidades de reconhecimento variadas, definidas
por rearranjo génico, moléculas coestimulatorias e receptores de células NK, como
NKG2D e CD158b, também s&o expressos pelas células T yd, e possuem papel
chave na ativacao e na regulacao da resposta imune mediada por estas células (Air0
et al. 2000; Rincon-Orozco et al. 2005; Ribeiro et al. 2015). Assim como as células
NK e os linfocitos T CD8*, as células T yd também exibem potencial citotdxico, o
qual é induzido através desses receptores de superficie, e mediado pela liberacéo
de perforina e granzimas (Wrobel et al. 2007; Todaro et al. 2009). Além disso, as
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células T yd possuem uma propensao elevada a secrecao de IFN-y e TNF e em
quantidades significativas, além de IL-17, cuja secrecdo € dependente da sua
localizagdo, como na derme e na lamina propria do intestino, e do ambiente
inflamatorio (Wen et al. 1998; Caccamo et al. 2011). Em conjunto, essas funcdes
efetoras permitem as células T yd participarem da fase eferente mais tardia da

resposta imune (Vantourout & Hayday 2013).

As células T yd possuem papel importante na defesa contra patdégenos. Ainda
que correspondam uma pequena parte dos linfécitos T CD3* circulantes na periferia,
entre 3 e 10% (Zheng et al. 2013; Latha et al. 2014), representam a subpopulacdo
de células T de maior abundancia nas mucosas e na pele (Zheng et al. 2013).
Através de seus mecanismos efetores, bem como pela ativagédo de outras células do
sistema imune, as células T yd podem atuar na defesa contra uma gama de agentes
infecciosos, cancer e doencas autoimunes (Zheng et al. 2013; Latha et al. 2014). Na
TB, estas células possuem capacidade de modular o perfil de resposta imune inata e
adaptativa, através da producdo de IFN-y, IL-17 e IL-22 (Latha et al. 2014). Ja foi
descrito que as células T yd tendem a expandir-se apos cultura frente ao Mtb
(Kabelitz et al. 1990; Kabelitz et al. 1991).

A atividade antiviral de células T yd provenientes de individuos infectados
pelo HIV-1 ja foi demonstrada através da sua capacidade em lisar células infectadas
pelo virus e pela habilidade na producédo de citocinas (Zheng et al. 2013). No
entanto, com a progressdo da infeccdo, reducdes qualitativa e quantitativa sao
observadas para essas células, as quais se tornam anérgicas (Zheng et al. 2013).
Essa observacdo pode ser em parte associada ao fato de que as células T yd V62*
possuem o receptor CCR5 em sua superficie, 0 que permite a ligacdo da proteina
viral gp120, promovendo a lise dessas células (Latha et al. 2014). Além disso, a
reducao das células T yd promovida pela infec¢gado pelo HIV-1 permanece mesmo
apos a restauracdo imunoldgica que se estabelece apds a submissdo a cART
(Kabelitz & Déchanet-Merville, 2015).

Neste contexto, é grande a possibilidade de participacdo das células T yd na
patogénese da TB extrapulmonar em pacientes coinfectados pelo HIV-1, e sua

avaliacdo deve ser considerada.
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1.5 Racional

A TB é, sem duvida, uma doenca de propor¢cbes mundiais, para a qual estdo
voltados esfor¢cos governamentais e de grande parte da comunidade cientifica. Sua
associacdo a infeccdo pelo HIV-1 representa um desafio adicional, pois esta é a
infeccdo oportunista mais comum e uma das mais importantes causas definidas de
Obito entre as doencas infecciosas, nesse grupo de individuos. A infec¢cdo por Mtb
interfere na patogenicidade e na progressédo da infeccao pelo HIV-1 e vice-versa,
com o HIV-1 influenciando no curso da TB, tornando a coinfeccdo uma entidade

patoldgica distinta.

A forma mais frequente de apresentacdo da TB é a pulmonar. No entanto,
esse cenario pode apresentar-se de modo diferenciado no ambito da coinfec¢éo
pelo HIV, quando a manifestacdo clinica da TB pode ser influenciada pelo grau de
imunossupressao dos pacientes. Nestes casos, pode ocorrer a disseminacdo do
bacilo para outros 6rgaos, resultando na TB extrapulmonar. Estas manifestacfes
costumam apresentar resultado negativo a baciloscopia, e por isso, seu impacto na
transmissdo € reduzido, mas seu diagndéstico é mais complexo, dependente de
exames invasivos, envolvendo o cultivo direto da micobactéria por semeadura do

tecido de bidpsias ou de outro material biolégico.

A forma de manifestacdo mais comum de TB extrapulmonar entre pacientes
HIV/TB é a ganglionar, mas outras apresentacdes da enfermidade sdo evidenciadas
nesse grupo, como as formas pleural, miliar, osteoarticular, meningoencefélica,

cutanea, entre outras.

Nossa experiéncia em estudos prévios (da Silva et al. 2013) e atualmente em
desenvolvimento, envolvendo pacientes HIV/TB, nos quais foram demonstradas
caracteristicas particulares e progndstico negativo para individuos coinfectados
HIV/Mtb, reforcam a importancia de se conhecer 0s processos imunopatogénicos
envolvidos nesta coinfecgdo. A dificuldade em se identificar as lesfes, aliada a
limitacdo de testes diagnodsticos que nem sempre sdo capazes de identificar o
agente etiolégico, fazem da TB extrapulmonar um importante e necessario alvo de
estudo. Deste modo, o conhecimento dos processos imunopatolégicos envolvidos no
estabelecimento ou ndo de sitios extrapulmonares em pacientes vulneraveis, como

agueles HIV/TB, é bastante relevante.
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Evidéncias quanto a participacao de células da imunidade inata em processos
patogénicos, como aquele observado em pacientes HIV/TB que desenvolvem IRIS,
com acometimento de outros tecidos, além do pulmonar, j& foi descrita. Inclusive, a
definicdo de biomarcadores capazes de identificar individuos sob o risco potencial
de desenvolver reacfes inflamatdrias adversas ja foi discutida (Pean et al. 2012).
Num estudo em desenvolvimento pelo nosso grupo, um perfil especifico de células
NK, envolvendo a coexpressdo das moléculas CD94/CD160, tem sido avaliado pela
potencial associacdo aos casos de Obito ocorridos entre os pacientes HIV/TB
estudados. Portanto, a mesma resposta imune inata pode ter importante
participacdo na imunopatogénese da apresentacdo clinica da TB em individuos
infectados pelo HIV-1, bem como fornecer marcadores bioldgicos que auxiliem, nao
apenas no diagnostico de manifestacdes extrapulmonares, mas também no manejo

clinico dos pacientes acometidos.
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2 OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar a participagao das células NK, iNKT e T yd na imunopatogénese
da apresentacao extrapulmonar de TB em sua forma ganglionar, na coinfec¢ao pelo
HIV-1.

2.2 Objetivos Especificos

« Estimar a frequéncia ex vivo de células NK, iINKT e T yd, e de suas
subpopulacdes, de participantes coinfectados com TB extrapulmonar (HIV-TBEP),
coinfectados com TB pulmonar (HIV-TBP) e pacientes Mtb-monoinfectados com TB

pulmonar (TBP);

« Avaliar o perfil fenotipico ex vivo das células NK quanto a expressdo de
receptores de ativacdo e de inibicdo, de participantes HIV/TBEP, frente aqueles
HIV/TBP e TBP;

« Avaliar as caracteristicas fenotipicas ex vivo das células INKT e de suas
subpopulacdes CD4* e CD8* de participantes HIV/TBEP, frente aqueles HIV/TBP e
TBP;

« Caracterizar o perfil fenotipico ex vivo das células T yd e suas
subpopulagdes Vd2* e VO2 de participantes HIV/TBEP, em relacdo aqueles
HIV/TBP e TBP;

« Avaliar o potencial citotoxico de degranulacdo e de producdo de citocinas
pro-inflamatoérias das células NK in vitro, de participantes HIV/TBEP, em relacao
agueles HIV/TBP e TBP;

» Identificar potenciais perfis celulares e/ou moleculares associados a

apresentacao extrapulmonar da TB em sua forma ganglionar.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo descritivo e exploratério, transversal, com uma
amostra de conveniéncia, cuja meta foi avaliar participantes coinfectados pelo HIV-1
e com apresentacado da forma extrapulmonar da tuberculose (HIV-TBEP), frente aos
casos de tuberculose pulmonar, em pacientes coinfectados (HIV-TBP) e

monoinfectados por Mtb (TBP).

3.2 Casuistica

O presente estudo € subprojeto de um estudo principal, prospectivo
longitudinal, desenvolvido com uma coorte de pacientes com tuberculose e
coinfectados pelo HIV-1, intitulado “Caracterizagdo da imunidade inata e de
biomarcadores em pacientes TB/HIV”. O estudo, cujo objetivo consistiu em
determinar a participacdo da resposta imune inata, especificamente da resposta de
células NK, e de biomarcadores associados, na evolu¢édo da infec¢do pelo HIV em
pacientes com tuberculose, foi realizado em cooperagédo com o Instituto Pasteur de
Paris. Apos aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz
(CEP-IOC) e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa, sob o CAAE
04514012.1.1001.5248, participantes TB/HIV, virgens de tratamento para a
tuberculose e para o uso de cART, foram recrutados em paralelo a participantes
monoinfectados pelo HIV-1, participantes com tuberculose, néo infectados pelo HIV-

1 e voluntarios sadios para ambas afeccoes.

Os participantes do estudo foram recrutados no Centro de Pesquisa Clinica
do Hospital Geral de Nova Iguacu (HGNI) e no Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas da FIOCRUZ (INI/FIOCRUZ). O primeiro esta situado na regiao
metropolitana-periférica do Rio de Janeiro e € um centro de referéncia para o
cuidado e acompanhamento de pacientes infectados pelo HIV-1, tuberculose e
doencas sexualmente transmissiveis. O segundo esta localizado no municipio do
Rio de Janeiro e € uma unidade da FIOCRUZ voltada para pesquisa clinica, ensino,
servigos de referéncia e assisténcia em doencgas infecciosas, integrando a Rede de
Pesquisa Clinica da Fundacdo Oswaldo Cruz.
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Para o presente estudo, entre os participantes HIV-TBEP, foram selecionados
apenas aqueles que apresentaram a forma ganglionar da tuberculose, mais
comumente observada, e diagnosticada em seis participantes. Por sua vez, entre 0s
participantes que desenvolveram TB pulmonar, coinfectados (HIV-TBP; n=15) e
monoinfectados por Mtb (TBP; n=15), a selecao foi realizada de modo aleatério no
contexto dos grupos do estudo principal, considerando os critérios de elegibilidade.
Em paralelo ao estudo principal e com a finalidade de incluir participantes com
apresentacao ganglionar da TB, bem como de ter acesso a biopsias dos ganglios
linfaticos desses participantes, quando da indicacdo médica para esse
procedimento, este subprojeto também foi submetido ao CEP-IOC, sendo aprovado
sob o CAAE 64327117.8.0000.5248. No entanto, ndo houve indicagcdo/obtencdo de

bidpsias de ganglios linfaticos durante o desenvolvimento do estudo.

Todos os participantes incluidos neste estudo foram informados dos
procedimentos e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
redigido de acordo com as normas da Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de
Saude, MS (Anexos | e 1l).

3.3 Elegibilidade do Estudo

Foram considerados elegiveis o0s participantes com as seguintes

caracteristicas:

. Aqueles que aceitaram participar do estudo e assinaram o TCLE;

. Maiores de 18 anos;

. N&o-gestantes;

. Nao-fumantes;

. N&o-oncoldgicos;

. Auséncia de tratamento com tuberculostaticos;

. Auséncia de cART, abrangendo participantes virgens de tratamento ou

agueles expostos ao tratamento, mas sem exposi¢cdo ha mais de seis meses, a fim
de excluir possiveis casos de IRIS;

. Contagens de células T CD4" iguais ou inferiores a 350 células/mm?3
para todos participantes infectados pelo HIV-1, a fim de homogeneizar o grau de

imunodeficiéncia.
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. Auséncia de diabetes mellitus, um fator de risco para o

desenvolvimento de TB ativa, podendo constituir um viés as anélises propostas.

3.4 Critérios para Definicdo de Tuberculose Pulmonar e Extrapulmonar

A infeccdo ativa por Mtb foi definida a partir da combinacdo dos resultados
dos exames de baciloscopia e cultura do escarro, além do exame de imagem do
pulmé&o e da avaliagéo clinica, no caso da TB pulmonar. O diagndéstico dos casos
extrapulmonares teve por base a avaliacdo clinica do paciente, bem como avaliacéo
micobacteriologica (cultura e Genexpert) ou histopatologica (coloracdo de Wade),
tendo sido considerados aqueles que apresentaram um ou mais resultados positivos

para os exames citados.

3.5 Obtencdo de Amostras Bioldgicas para Avaliacdes Ex Vivo e In Vitro

Os participantes recrutados foram submetidos a coleta de 10 mL de sangue
venoso periférico em anticoagulante EDTA, destinados as avaliacbes ex vivo do
repertorio de células NK, as contagens dos linfécitos T CD4* e CD8*, e a
quantificacdo da carga viral plasmatica do HIV-1. Além disto, cerca de 40 mL de
sangue coletados em anticoagulante heparina destinaram-se a avaliagdo do
potencial citotéxico e funcional das células NK, in vitro. As analises foram
conduzidas utilizando-se as amostras biolégicas obtidas no momento de inclusédo
dos participantes no estudo ou dia 0 (D0O), e portanto, em auséncia de cART e
tuberculostatico. Para a contagem de linfocitos T CD4* e T CD8*, as amostras
poderiam ser mantidas até seu processamento, em temperatura ambiente (TA) por
até 48h apds a coleta. JA4 para a quantificacdo da carga viral plasmatica, as
amostras poderiam ser armazenadas em freezer a -70°C tempo indeterminado, até
seu processamento. Para as analises ex vivo e in vitro, o processamento das

amostras foi realizado em até seis horas apos a coleta.
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3.6 Caracterizacao de Parametros de Monitoramento da Infec¢céo pelo
HIV-1

3.6.1Contagem dos Linfécitos T CD4* e CD8*

O monitoramento laboratorial das contagens de células T CD3*/CD4* e T
CD3*/CD8* foi realizado para todos os participantes, a partir de amostras de sangue
venoso, através do sistema BD TruCount® (BD Biosciences, Becton & Dickinson
Company, Franklin Lakes, NJ, EUA) o qual baseia-se na utilizagcdo de “beads” ou
bilhas de referéncia para a quantificagdo absoluta destas subpopulacdes, e de um
painel de anticorpos monoclonais especificos para as moléculas de CD3, CDS,
CD45 e CD4, marcados com isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE),
peridina-clorofila (PercP) e aloficocianina (APC), respectivamente (BD Multitest®, BD
Biosciences), seguindo as especificagdbes do fabricante. As amostras foram
submetidas a hemolise e fixacdo (BD FACS LysingSolution®, BD Biosciences), e
avaliadas por citometria de fluxo em até 24h apds seu processamento, utilizando-se
o equipamento FACS Calibur® (BD Biosciences) e um “software” apropriado para
esta andlise (Multiset®, BD Biosciences). Esta metodologia é realizada no contexto
da rotina laboratorial do Servico de CD4/CD8 do Laboratério de AIDS e Imunologia
Molecular do 10C - FIOCRUZ.

3.6.2Determinacdo do Numero de Copias de RNA do HIV-1 no
Plasma

A gquantificacdo do namero de cépias de RNA viral foi realizada a partir do
plasma, através da tecnologia de PCR em tempo real. A técnica foi realizada
utilizando o Kit Reagente de Amplificacdo “Real Time” HIV-1 (Abbott Laboratories,
lllinois, EUA), de acordo com as especificacdes do fabricante, sendo o intervalo de
deteccdo deste sistema de 40 a 10.000.000 copias de RNA/mL de plasma. Esta
metodologia é realizada no contexto da rotina laboratorial do Servico de Carga Viral
do HIV-1 do Laboratério de AIDS e Imunologia Molecular do I0C - FIOCRUZ.
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3.7 Caracterizacao dos Linfécitos Inatos Ex Vivo

3.7.1Imunofenotipagem das amostras

A caracterizacdo do repertorio de células NK circulantes ex vivo, bem como
do perfil das células iNKT e dos linfocitos T yd, foi realizada por citometria de fluxo,
seguindo-se os protocolos de preparo de amostras, de aquisicdo em citbmetro de
fluxo e de analise padronizados no Instituto Pasteur de Paris para o estudo principal,
e estabelecidos no Laboratério de AIDS e Imunologia Molecular do 10C - FIOCRUZ.
As populagdes e subpopulacdes celulares avaliadas foram definidas pela presenca
ou auséncia de diferentes moléculas de superficie, incluindo receptores de ativacao
e inibicdo celular, utilizando-se anticorpos monoclonais especificos, os quais podem
ser observados na Tabela 2. Para as células NK, foi investigada a expressao de
moléculas pertencentes as diferentes familias de receptores envolvidos nos
processos de ativacdo, inibicdo e coestimulacdo dessas células, alguns dos quais
também avaliados para as células T yd. Como controles negativos para
marcacao/fluorescéncia foram utilizadas células de cada participante sem adicao de

anticorpos monoclonais (células puras).

Tabela 2. Definicdo das populagdes, subpopulagdes e moléculas das células imunes inatas.

Populagées Identificac&o Subpopulages Receptores avaliados
celulares celulares
CD85j, CD158a,
CD158b1/b2,j, CD158d,
CD158e1/e2, CD158i, CD94,
CD69, NKG2D,
NKp30,NKp44, NKp46,
NKp80, CD160, CD226,
CD244
CD4
iNKT CD3*CD56*Va24Jal8* CD8 CD161, CD69
Th17
Vo2 CD158a,h, CD158b1/b2,j,
TCRyd Pan y®
- CD69, NKG2D, NKp46.
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Cerca de 100pL de amostra foram adicionados a 2uL de cada um os
anticorpos monoclonais utilizados, com exce¢ao do anticorpo CD69, para o qual
utilizou-se 1pL, e incubados por 20 minutos, em TA de 20 a 25°C, e protegidos da
luz. Apds esse periodo, as amostras foram submetidas a hemolise e fixacéo, pela
adicdo de 1mL de solucdo de lise e fixagdo (BD FACS LysingSolution®, BD
Biosciences), e incubadas por mais 15 minutos (TA; escuro). Em seguida, foram
realizadas duas lavagens com tampéo fosfato salino (PBS), a 755 G, 5 minutos,
sendo as células ressuspensas em 100uL de PBS contendo 1% paraformaldeido
(PFA) e submetidas a avaliacdo em citdmetro de fluxo (Gallios ou MoFloAtrios,
Beckman-Coulter Inc, Carlsbad, EUA) em até 24 h.

O numero de eventos adquiridos foi condicionado a populacédo alvo: para as
células NK, foram adquiridos 10.000 eventos na regido definidora da populacdo de
células CD3", e até 2.000 eventos nas regides definidoras das populacdes de células
positivas para Va24Jal8e TCR V02, para as INKT e para os linfécitos T yd,

respectivamente.

3.7.2Estratégia de Analise dos Linfécitos Inatos Ex Vivo

As analises dos dados obtidos através da citometria de fluxo foram realizadas
utilizando-se o “software” Kaluza (Beckman-Coulter), versdo 1.5. Os protocolos
citofluorimétricos de andlise padronizados para determinar as populacbes-alvo e
avaliar os receptores de interesse serdo discutidos a seguir. Todas as aquisicoes

tiveram, inicialmente, um ajuste das compensacdes, seguidas pelas analises finais.

A Figura 5 traz a estratégia utilizada para a analise das células NK. A
avaliacdo teve como ponto de partida a definicio de uma regido de células com
intensidade de fluorescéncia “dim” ou fraca, para a expressdo da molécula CD16,
com a criacao de um gréfico do tipo “dot-plot” morfologico de “foward scatter” (FSC)
versus CD16, a fim de eliminar a inclusdo indesejada de neutrdfilos (Fig.5.A) (Pillay
et al. 2013). Esta regiao foi identificada como “CD16DIM” e a ela foi associado o
“dot-plot” seguinte FSC vs. CD3, no qual a regido de células CD3 negativas foi
estabelecida (CD3NEG), uma vez que as células NK classicas ndo expressam este

receptor (Fig. 5.B) (Robertson & Ritz 1990). O préximo passo foi definir, em
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associacdo a estas células, a populacdo de linfocitos CD3" (LYMPHOS CD3),
através de um ‘“dot-plot” FSC vs. “side scatter” (SSC) (Fig. 5.C). Em seguida, a
populacao de células NK pdde, entéo, ser determinada, pela criacdo de um “dot-plot”
CD56 vs. CD16, moléculas definidoras classicas destas células (Robertson & Ritz
1990), em funcdo da regido LYMPHOS CD3" (Fig. 5.D). As células NK foram
associados “dot-plots” para todas as moléculas investigadas, a fim de avaliar a
frequéncia de suas coexpressoes. A Figura 5 exemplifica as coexpressdes de CD9%4
frente a CD161 (Fig. 5.E), CD244 (Fig. 5.F) e CD158b1/b2,j (Fig. 5.G), observadas
para um dos participantes TBEP do estudo. Todas as moléculas foram avaliadas
umas frente as outras. Por fim, histogramas definiram as frequéncias individuais de

cada receptor, como mostrado para CD94 (Fig. 5.H).

A analise das células INKT teve os linfocitos demarcados como regido
estratégica inicial (LYMPHOS), definida no contexto de um “dot-plot” FSC vs. SSC
(Fig. 6.A). A partir desta regido um “dot-plot” CD56 vs.CD3 foi criado para a
predefinicdo das células INKT, através da criacao da regidao NKT (Fig. 6.B), a qual
abrange as células NKT totais CD3*/CD56". Nesta etapa foi realizada a exclusao
criteriosa dos eventos CD56%/CD39" que caracterizam os linfocitos T yd CD3", a
fim de evitar a contabilizacdo indevida destas células entre as NKT (Lambert &
Genin 2004). Seguiu-se, entdo, em funcdo da regidao NKT, com o histograma de
expressdo das cadeias a do TCR, mais especificamente daquelas formadas pelos
seguimentos Vo24Jal8, para a identificacdo das iNKT (Fig. 6.C). A regido iNKT
foram associados “dot-plots” para a identificacdo de células ativadas (CD161/CD69)
(Fig. 6.D), das subpopula¢cdes INKT CD4* e CD8* (Fig. 6.E), bem como das
subpopulacdes iNKT com perfil Th17 (Fig. 6.F e 6.G).

Por fim, para a avaliagao dos linfécitos T y®, o protocolo também teve inicio
com a definicdo dos linfocitos (LYMPHOS) em “dot-plot” FSC vs. SSC (Fig. 7.A) e,
em seguida, das células CD3* (CD3POS), em histograma (Fig. 7.B). A identificacé&o
das células T y® propriamente, comec¢a com a definicdo das células pan yd (GD), no
contexto da regido CD3POS (Fig. 7.C). Dentre essas células, foram identificadas
aguelas que carregam a cadeia & constituida pelo segmento variavel 2 (V2),
delimitadas pela regido VD2POS, e aquelas constituidas por outras cadeias ©
(VD2NEG) (Fig. 7.D). Uma vez definidas essas duas subpopulagbes, através de
histogramas associados as regiées VD2POS e VD2NEG, a expressdo simples ou a

coexpressao dos receptores investigados foram avaliadas, como exemplificado na
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Figura 7 para CD69 (E e F), NKp46 e CD158b1/b2,j (H e I). A expressao também foi
investigada para a populacao total de linfécitos T y® (Fig 7.G).
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Figura 5. Protocolo citofluorimétrico para definigdo e andalise das células NK ex vivo.

As células CD16DIM foram demarcadas como populagdo estratégica inicial (A), seguindo-se a
exclusdo da populacdo de linfécitos T CD3* (B), no contexto de “dot-plot” FSC vs. SSC (C), e ao
estabelecimento das células NK CD3-CD56*CD16* (D), alvo das avaliagbes posteriores de
coexpressao (“dot-plots” de fluorescéncias) (E, F e G) e expressdo simples (histogramas) (H) de
diferentes moléculas, como CD94, CD160, CD244 e CD158b1/b2,. Perfil de expressédo
representativo, obtido para um participante TBP.
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Figura 6. Protocolo citofluorimétrico para definicdo e anélise das células iNKTex vivo.

A populacao total de linfécitos foi demarcada como populacéo estratégica inicial, no contexto de “dot-
plot” FSC vs. SSC (A), seguindo-se a definicdo da populagéo de células NKT totais CD3*CD56*, com
exclusdo das CD3*right (B), Em associacdo a essas células, o histograma de fluorescéncia para as
células Va24Jal8*, identifica as células iINKT (C). Seguiu-se a avaliagdo da expresséo de CD161 e
CD69 (D), assim como a definicdo das subpopulacfes INKTCD4* e iINKTCD8*, iINKTDN (duplo-
negativas) e INKTDP (duplo-positivas) (E). Subpopulacdes iNKT CD4+ e CD8* com perfil Thl7
também foram avaliadas pela expressdo de CD161 (F e G). Perfil de expresséo representativo, obtido

para um participante TBP.
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Figura 7. Protocolo citofluorimétrico para definicdo e anélise das células T yd ex vivo.

A populacao total de linfécitos foi demarcada como populagéo estratégica inicial, no contexto de “dot-
plot” FSC vs. SSC (A), seguindo-se a definicdo da populagdo de linfocitos T CD3* (B). Em associa¢édo
a esses linfécitos, as células T yd totais (Pan yd) foram identificadas (C), frente as quais o perfil de
expressdo de V&2 definiu duas subpopulacbes (D). Para essas subpopulacdes e para as células T yd
totais foi investigada a expresséo simples (histogramas) (E e F) e/ou coexpresséo (“dot-plots” de
fluorescéncias) (G, H e I) de diferentes moléculas, como CD69, NKp46 e CD158b1/b2,j. Perfil de
expressdo representativo, obtido para um participante TBP.
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3.8 Isolamento de Células Mononucleares do Sangue Periférico

Para a avaliacdo do potencial funcional das células NK, células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram obtidas a partir de 40 mL de
sangue heparinizado. O plasma foi previamente separado da porcao celular, apés 10
min de centrifugacdo a 425 G, em TA, e o volume sanguineo reposto com PBS (pH
7.1). O sangue reconstituido foi, entdo, adicionado ao reagente Ficoll-Hypaque
(Sigma-Aldrich Company, Saint Louis, MO, EUA), na propor¢ao de 2:1, seguido de
centrifugacéo de 30 min a 425 G em TA. Os PBMCs recuperados foram submetidos
a lavagem por centrifugacdo em PBS por 10 min a 425 G em TA. Apoés a lavagem,
os PBMCs foram submetidos a contagem diferencial para avaliacdo da viabilidade,
em azul de trypan, em contador de células automatico Countess (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). As células foram finalmente ajustadas a
concentracdo de 1x10° células/mL, em meio RPMI 1640 (Gibco, Thermo Fisher
Scientific, EUA) enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Sigma-Aldrich,

EUA) para serem utilizadas nas avaliagdes in vitro.

3.9 Ensaio Funcional de Células NK in vitro

O potencial funcional de células NK foi avaliado através da sua capacidade
citotoxica e pela producéo intracelular de citocinas. O ensaio citotdxico consistiu da
andlise, por citometria de fluxo, da expressdo da molécula LAMP-1 (CD107a) na
superficie celular. A eficiéncia das células NK ainda foi investigada através da

deteccao de citocinas pré-inflamatérias, especificamente IFN-y e TNF.

3.9.1Linhagem Celular K562

O estimulo citotoxico das células NK foi obtido pela cocultura de PBMCs com
as células da linhagem eritro-leucémicas humanas K562 (ATCC CCL-243). Essas
células apresentam a capacidade de promover a ativagdo espontanea de células

NK, uma vez que ndo expressam molécula de MHC de classe | (Alter et al. 2004).

As células K562 foram mantidas em garrafas de cultura de 25 cm? (lwaki
Glass, Asahi Techno Glass, Japao), contendo 10 mL de meio DMEM (Gibco, Thermo
Fisher Scientific, EUA) enriqguecido com 10% de SFB (Sigma-Aldrich, EUA), 100
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U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina. As garrafas foram mantidas em
estufa de calor umido (Modelo COM-18AC, Panasonic Healthcare LTD., Japao), a
37°C, a 5% de COg2, e na horizontal. Passagens foram realizadas uma vez por
semana, sendo as células ressuspensas por remo¢ao mecanica, com o auxilio de
“cell scraper”, ou pela lavagem da superficie da garrafa com o uso de pipeta

sorologica.

3.9.2Co-culturas de Células NK com K562

As PBMCs previamente isoladas foram co-cultivadas frente as células da
linhagem K562, na proporcdo de 1:1, sendo assim ressuspensas em meio RPMI
1640, enriguecido com 10% de SFB, de forma que sua concentracao final fosse de
1x108 células/mL por poco. Placas de 96 pocos com fundo em “U” foram inicialmente
sensibilizadas com 5uL do anticorpo anti-CD107a-FITC (BD Biosciences, USA) e
acrescidas das células K562, ou de meio de cultura, nos pocos dos controles
negativos, ou de éster de forbol (PMA- 10ng/mL; Sigma-Aldrich, EUA) e ionomicina
(500ug/mL; Sigma-Aldrich, EUA), nos pocos dos controles positivos. As PBMCs
foram, entdo, adicionadas e, por fim, as células receberam uma solucdo contendo
monensina (Sigma-Aldrich, EUA) e brefeldina-A (Sigma-Aldrich, EUA), nas
respectivas concentragdes de 6 pg/mL e 5 pg/mL. A placa foi mantida em estufa de
calor umido, & 37°C e 5% de COz2, por um periodo de 16h (cultura “overnight”). Apés
esse periodo, foram adicionados 2 puL de cada um dos anticorpos monoclonais
especificos, definidores das células NK anti-CD3-ECD, anti-CD56-PC5 e anti-CD16-
PC5, e as células permaneceram em incubacdo durante 20 min, em TA e em
auséncia de luz. Seguiu-se a fixagcado dos anticorpos monoclonais e permeabilizacao
da membrana celular das PBMCs, para a detecgdo das citocinas intracelulares,
utilizando-se o kit “IntraPrep Permeabilization Reagent” (Beckman Coulter, EUA),
conforme as instru¢cdes do fabricante. Os anticorpos monoclonais anti-IFN-y-PE e
anti-TNF-PE, foram adicionados durante a permeabilizacdo, apds a qual uma
lavagem por centrifugacdo, com PBS, durante 4 min, a 612 G finalizou o processo.
As células foram, entdo, ressuspensas em PBS e imediatamente avaliadas em
citbmetros de fluxo Gallios ou MoFlo Astrios (Beckman Coulter, EUA), quando foram
adquiridos até 5.000 eventos na regido definidora das células NK CD3'CD56*CD16*.
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3.9.3Estratégia de Analise das Células NK In Vitro

A andlise dos potenciais de degranulagdo, bem como de producdo de
citocinas pré-inflamatérias das células NK in vitro, seguiu-se com base na estratégia

citofluorimétrica definida e apresentada na Figura 8.

A regido inicial de linfocitos foi definida com a criagcdo um “dot-plot” FSC vs.
SSC (LYMPHOS) (Fig. 8.A), a qual foi associado um segundo “dot-plot” CD16/CD56
vs. CD3, a fim de excluir as células CD3* (Fig. 8.B). Uma regidao NK foi, entéo,
definida, abrangendo as células CD16CD56*/CD3", a partir da qual foram criados um
“dot-plot” CD107a vs. TNF (ou IFN-y) (Fig. 8.C), e dois histogramas, para a
determinacdo das células NK em degranulacéo (Fig. 8.D) e produtoras de TNF ou
IFN-y (CD107a*/TNF*) (Fig. 8.E), daquelas em degranulacdo ativa e aquelas

produtoras das citocinas pro-inflamatérias (TNF ou IFN-y), respectivamente.

A Figura 8 exemplifica a analise da producdo TNF observada para um dos
participantes TBEP do estudo, mas a mesma estratégia foi utilizada para IFN-y
(Dados néo mostrados).
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Figura 8. Protocolo citofluorimétrico para analise funcional das células NK in vitro.
A populacéo total de linfécitos foi demarcada como populacéo estratégica inicial, no contexto de dot-
plot FSC vs. SSC (A), seguindo-se a definicdo da populacéo de células NK CD3-CD56*CD16* (B). Em
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associacdo a essas células, a coexpressédo de CD107a e TNF (“dot-plots” de fluorescéncias) (C) e a
expressédo simples dessas moléculas (histogramas) (D e E) foram determinadas. Perfil de expressao
de CD107a e TNF representativo, obtido para um participante TBP.

3.10 Anélises de Dados

Todos os dados obtidos foram digitados e armazenados em planilha Excel
(Microsoft Excel 2011). A andlise estatistica descritiva foi realizada utilizando-se 0s
“softwares” Stata 11.0 (STATA Corp. College Station, Texas, EUA) e GraphPad
Prism, e os gréficos realizados com os “softwares” GraphPad Prism e Excel.
Inicialmente, foram determinadas as medianas, minimo, maximo e os intervalos
interquartilicos para cada um dos parametros investigados nos trés grupos do
estudo: HIV/TBEP, HIV/TBP e TBP. Os dados foram, entdo, submetidos a testes
nao-paramétricos, como o teste de qui-quadrado para a avaliacdo das variaveis
categoricas entre os trés grupos, o teste de Kruskal-Wallis para a avaliacao dos trés
grupos em conjunto, e o0 teste nao-pareado de Wilcoxon para comparacao
intergrupos, considerando-se as analises periféricas ex vivo e in vitro. O resultado foi
considerado estatisticamente significativo quando a probabilidade de significancia ou
o valor-p apresentou-se menor ou igual a 0,05 (p<0,05). Todas as analises foram

realizadas com a participacdo e orientacdo de um profissional estatistico.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise da Casuistica

Os participantes avaliados neste estudo foram definidos de acordo com a
presenca de infeccdo pelo HIV-1 e as manifestacdes clinicas da tuberculose. Foram
avaliados seis participantes coinfectados pelo HIV-1 e Mtb com apresentacéo
ganglionar (HIV-TBEP), frente aos grupos controles, compostos de 15 participantes
coinfectados pelo HIV-1 e Mtb com apresentacao pulmonar (HIV-TBP), além de 15

participantes monoinfectados pelo Mtb com apresentacéo pulmonar (TBP).

Todos os participantes foram submetidos a testagem soroldgica para as
hepatites B e C, HTLV-l e I, sifilis, toxoplasmose e Doenca de Chagas, e
apresentaram resultados negativos. Ainda, os participantes do grupo TBP também

foram testados para HIV-1, confirmando auséncia de infeccao.

A casuistica foi analisada quanto as suas caracteristicas sociodemograéficas.
A Tabela 3 apresenta a distribuicdo dos participantes segundo as variaveis hominais
idade, género e raca. Uma mediana de 32 anos foi observada para os participantes
do HIV-TBEP, variando do mais novo com 26 anos para o mais velho com 34 anos
[Interquartil (IQR): 29-33]. Para os pacientes HIV-TBP, uma faixa etaria de 19 a 57
anos foi observada, com mediana de 34 anos (IQR: 32—-42), enquanto a idade dos
participantes TBP variou entre 21 e 62 anos (Mediana: 36; IQR: 31-44). Portanto,

nao houve diferenca entre os grupos quanto a distribuicdo dessa variavel (p=0.378).

Em relacdo a raca, os participantes se autodeclararam brancos, mesticos e
negros (Tabela 3). A distribuicAo dos mesmos quanto as caracteristicas raciais
também ndo apresentou diferenca significativa entre os trés grupos clinicos
(p=0,223). O mesmo foi observado para a variavel de género, para a qual foram
observadas frequéncias semelhantes entre os grupos estudados (p=0,516). No
entanto, independente do grupo clinico, a maioria dos participantes avaliados séo do

género masculino (63,9%).

O monitoramento laboratorial da infeccdo pelo HIV-1 é classicamente
realizado através de parametros imunoldgicos e virolégicos, respectivamente, pelas
contagens absolutas das células T CD4* e T CD8*, e pela quantificacdo da carga
viral plasmatica (Ministério da Saude 2017). Com a finalidade de homogeneizar o

grau de imunodeficiéncia dos pacientes coinfectados pelo HIV-1, contagens
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absolutas de linfocitos T CD4* iguais ou inferiores a 350 cels./mm?3 de sangue foram
um dos critérios considerados para a inclusdo desses participantes, além da
auséncia de tratamento para TB e de cART, uma vez que a investigagéo teve por
objetivo identificar potenciais perfis das células imunes inatas relacionados com a
manifestacdo extrapulmonar da TB. Deste modo, contagens absolutas semelhantes
de células T CD4* foram observadas entre os grupos HIV-TBEP e HIV-TBP, para as
quais ndo houve diferenca estatistica significativa [Medianas: 98 cels./mm3 (IQR:
45-175 cels./mm3); e 41 cels./mm3 (IQR: 8-90 cels./mm3), respectivamente]. No
entanto, uma tendéncia a contagens mais baixas foi observada entre aqueles
participantes HIV-TBP (p=0,1093; Tabela 3). Como esperado, valores de T CD4*
significativamente mais elevados foram observados para os participantes TBP
(p=<0,001; Tabela 3).

Por sua vez, os valores medianos das contagens absolutas de linfocitos T
CD8* observados para os grupos coinfectados [HIV-TBEP: 751 cels./mm3 (424—-999
cels./mm3); HIV-TBP: 314 cels./mm3 (235-758 cels./mm3)] mostraram-se
semelhantes aqueles observados para os pacientes TBP [453 cels./mm?3 (361-827
cels./mm3)]. Apesar dessas contagens ndo se diferenciarem entre 0s grupos
coinfectados, contagens ligeiramente mais elevadas foram observadas para o0s

portadores de TB ganglionar (p=0,166) (Tabela 3).

Por consequéncia das contagens absolutas de T CD4* reduzidas, a relagéo
CD4/CD8 apresentou-se inferior a 1,0 entre os pacientes coinfectados, enquanto nos
participantes acometidos apenas pela TB, essa relacdo ndo sofreu alteragao,

apresentando-se > 1,0, como pode ser visualizado na Tabela 3.

Quanto ao parametro virologico de acompanhamento da infecgéo pelo HIV-1,
os participantes HIV-TBEP apresentaram valores medianos de carga viral
plasmatica, préximos aqueles dos participantes HIV-TBP, embora sutilmente menor
[5,15 logiocOpias/mL (4,61-5,57 logiocOpias/mL) e 5,63 logiocOpias/mL (5,25-5,95

logiocOpias/mL), respectivamente].
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Tabela 3. Distribui¢cdo das variaveis sociodemograficas, imunoldgicas e viroldgica dos trés
grupos clinicos avaliados no estudo.

HIV-TBEP HIV-TBP TBP P_valor
(n=6) (n=15) (n=15)
Idade (anos)f 32 (29 - 33) 34 (32-42) | 36(31-44) 0,378
Género, n (%)
Masculino 4 (66,6) 11 (73,4) 8 (53,4) 0,516
Raca n (%)
Branco 3 (50,0) 2 (13,4) 7 (46,6) 0,223
Mestico 3 (50,0) 9 (60,0) 6 (40,0)
Negro - 4 (26,6) 2 (13,4)
Parametros imunologicost
T CD4* (cels./mms3) 98 41 809* <0,001
(45— 175) (8 — 90) (699 — 980)
T CD8* (cels./mms3) 751 314 453 0,166
(424 — 999) (235 — 758) (361 — 827)
CcD4ICD8 0,13 0,06 1,71% <0,001
(0,07-0,23) | (0,03-0,14) | (0,98 - 2,30)
Parametro virolégicot
Carga viral (logio 5,15 5,63 NA 0,083+
copias/mL) (4,61-5,57) (5,25-5,95)

Valor de p referente ao teste de Kruskal-Wallis para a avaliagdo das variaveis continuas e ao teste de
qui-quadrado entre os trés grupos; *p-valor referente ao teste ndo-pareado de Wilcoxon entre os
grupos HIV-TBEP e HIV-TBP;*p<0,001 em relacdo aos grupos clinicos HIV-TBEP e HIV-TBP; tDados
das variaveis: idade, parametros imunolégicos e viroldgico expressos em mediana (interquartis);

n=numero de casos; NA=n&o aplicavel.

Embora ndo tenham sido observadas diferencas estatisticas significativas
para as contagens absolutas de T CD4* (Fig. 9.A) ou para a carga viral plasmatica
(Fig. 9.B), entre os patrticipantes HIV-TBEP e HIV-TBP, uma imunossupressado mais

acentuada, paralela a uma viremia ligeiramente mais elevada, foram observadas nos

casos de tuberculose pulmonar associada ao HIV-1.
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Figura 9. Distribuicdo das contagens absolutas dos linfocitos T CD4* (céls./mm?3) (A) e da
guantificacdo da carga viral plasmatica (LogiccOpias/mL) (B) dos participantes infectados pelo
HIV-1.

HIV-TBEP: pacientes com tuberculose extrapulmonar; HIV-TBP: pacientes com tuberculose
pulmonar. As barras horizontais representam as medianas.

4.2 Caracterizacdo Ex Vivo do Repertério de Células NK

O repertorio periférico de células NK foi caracterizado ex vivo, através da
expressdo de uma gama de diferentes moléculas envolvidas nos processos de
ativacdo, inibicdo e coestimulacdo celular, para os trés grupos de participantes

clinicamente distintos.

Primeiramente, foi analisada a frequéncia de células NK totais, a qual foi
calculada considerando-se os eventos citofluorimétricos definidos fenotipicamente
como CD3/CD56*/CD16*, a partir dos linfocitos totais (Fig. 5.A-D). A distribuicdo
encontrada para essas células entre os participantes HIV-TBEP, HIV-TBP e TBP
pode ser observada na Figura 10.

Uma tendéncia a frequéncia mediana reduzida de células NK foi observada
entre 0s participantes coinfectados, especialmente para aqueles com a forma
extrapulmonar da doenca [HIV-TBEP: 3,06% (2,51-18,39%), e HIV-TBP: 4,16%
(1,52-10,95%)], quando comparados ao grupo monoinfectado pelo Mtb [12,59%
(8,19-20,30%)]. Entretanto, apenas entre o grupo HIV-TBP e este ultimo essa
redugéo foi estatisticamente significante (p<0,05) (Fig. 10).
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Figura 10. Distribuicdo ex vivo de células NK nos trés
grupos clinicos distintos.

Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma
extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6), infectados pelo HIV-1 e
apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e néo
infectados pelo HIV-1, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15).
As barras horizontais representam as medianas.

Uma vez definidas as frequéncias das células NK, seguiu-se entdo, com sua
caracterizagdo quanto a expressao de diferentes moléculas, pertencentes as familias
KIR (Fig. 11.A-F), de receptores de lectina tipo C (Fig. 11.H-L), NCR (Fig. 11.M-P),
entre outras (Fig. 11.G,Q-T).

O perfil de receptores do tipo KIR, da superfamilia das imunoglobulinas, foi
explorado utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD158a, CD158b1/b2,j,
CD158d, CD158e, CD158el/e2 e CD158i, os quais identificam a expressédo de uma
gama de receptores envolvidos especialmente na inibicdo, mas também na ativagcéo
das células NK. Como pode ser visualizado na Figura 11 (A-F), perfis de distribuicdo
semelhantes foram observados entre os participantes com diferentes caracteristicas
clinicas, para todos os KIRs avaliados, e apenas uma significancia estatistica foi

detectada para o receptor CD158i (Fig. 11.F).
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Figura 11. Distribuicdo de expressdo ex vivo dos receptores do tipo KIR [CD158a (A),
CD158b1,b2,j (B), CD158d (C), CD158e (D), CD158el,e2 (E), CD158i (F)], receptores do tipo
lectina C [CD69 (G), CD161 (H), CD94 (1), NKG2A (J), NKG2C (K), NKG2D (L)], NCRs [NKp30
(M), NKp44 (N), NKp46 (O), NKp80 (P)], entre outros [CD85j (Q), CD160 (R), CD226 (S) e CD244
(T)], em células NK CD3/CD16*/CD56* nos trés grupos clinicos distintos.

Participantes infectados pelo HIV-1 com a forma extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6), infectados
pelo HIV-1 e com tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15), e ndo infectados pelo HIV-1, com
tuberculose pulmonar (TBP; n=15). As barras horizontais representam as medianas.

Para o receptor CD158a, a analise entre os pacientes infectados pelo HIV,
embora um p=0,35 tenha sido alcancado, uma frequéncia de expressdo mediana
inferior entre os pacientes HIV-TBEP [3,90% (2,71 —9,95%)] foi observada frente
aqueles HIV-TBP [15,60% (3,08 —22,0%)] (Fig. 11.A).

Além disso, o receptor CD158i apresentou expressdo inferior entre os
participantes monoinfectados pelo Mtb [1,01% (0,1-24,91%)], quando observados
frente aqueles coinfectados pelo HIV-1 com apresentacdo pulmonar de TB [10,17%
(2,39-21,15%), p<0,05]. Ainda, uma tendéncia a expressao inferior foi observada
qgquando comparados pacientes TBP e HIV-TBEP [8,06% (4,38—-33,14%), p=0,07]

(Fig. 11.F).
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Aléem dos receptores KIR, receptores da superfamilia das lectinas tipo C
também foram avaliados, como as moléculas CD69, CD161, CD94 (Fig. 11.G-l), e os
receptores da familia NKG2: NKG2A, NKG2C e NKG2D (Fig. 11.J-L).

A molécula CD69, a qual é rapidamente sintetizada e expressa frente a
ativacdo das células leucocitarias (Ziegler et al. 1994), possui funcdo ativadora nas
células NK, induzindo a atividade citotoxica e a producéo de citocinas (Pisegna et al.
2002). Expressdes semelhantes foram detectadas entre o0s participantes,
independente do grupo clinico avaliado, sem qualquer diferenca estatistica
significativa observada, para valores medianos de 3,27% (0,88-3,86%) para
pacientes HIV-TBEP, 2,03% (1,01-4,40%) para HIV-TBP, e 2,23% (0,85-6,39%)
para aqueles TBP (Fig. 11.G).

No entanto, para o receptor CD161, outra lectina do tipo C decisiva da funcao
das células NK (Fergusson et al. 2011), uma expressao significativamente mais
elevada foi observada para o grupo TBP [54,33% (26,13-66,71%)], comparada
aquela apresentada pelos participantes HIV-TBP [17,11% (8,86—36,98%); p<0,05],
mas nao frente aos pacientes HIV-TBEP [42,74% (28,61-54,91%)] (Fig. 11.H).

De mesmo modo, para a molécula acessoria dos complexos de receptores
NKG2, a molécula CD94, foi detectada uma frequéncia mediana significativamente
maior entre os pacientes monoinfectados com TBP [37,11% (22,25-46,97%)], em
relacdo a ambos os grupos clinicamente distintos de pacientes coinfectados pelo
HIV-1 e por Mtb [TBEP: 17,85% (6,99-29,89%), e TBP: 21,81% (11,41-32,18%);
p<0,05] (Fig. 11.1).

Para os receptores da familia NKG2, ndo houve diferengca entre as
frequéncias de expressdo de NKG2A [HIV-TBEP: 22,0% (4,01-31,33%); HIV-TBP:
12,09% (4,86-18,32%); e TBP: 25,49% (10,20-32,50%)] (Fig. 11.J), ou NKG2C
[HIV-TBEP: 10,81% (7,66-18,74%); HIV-TBP: 16,51% (7,69-25,05%); e TBP:
27,15% (17,15-36,32%)] (Fig. 11.K), embora seu heterodimero CD94 tenha
apresentado uma frequéncia superior nos pacientes com TB, como previamente
descrito (Fig. 11.1).

Por sua vez, o receptor de ativacdo NKG2D (Fig. 11.L), o qual é
constitutivamente expresso em todas as células NK humanas em repouso (Lanier

2015), apresentou uma distribuicdo de expressdo semelhante entre 0s grupos, sem
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qualquer diferenca estatistica. No entanto, medianas discretamente mais baixas
foram observadas para os pacientes infectados pelo HIV-1 [(HIV-TBEP: 30,73%
(2,48-53,02%), HIV-TBP: 28,91% (7,56-52,23%), e TBP: 45,75% (3,30-74,50%)].

A familia de receptores NCR também foi contemplada pela andlise dos
receptores da superfamilia das lectinas tipo C NKp30, NKp44, e NKp46 (Fig.11.M-
0), e da superfamilia das Igs, NKp80 (Fig. 11.P).

O receptor NKp44, expresso somente em células ativadas (Middleton et al.
2002), foi significativamente mais expresso nas células dos participantes infectados
pelo HIV-1 [HIV-TBEP [3,6% (0,78-8,30%), e HIV-TBP: 3,24% (1,97-6,88%)],
gquando comparado aos casos de TB apenas [0,72% (0,37-2,48%); p<0,05] (Fig.
11.N). Para o receptor NKp46, a frequéncia mediana de células positivas somente
apresentou-se reduzida no grupo coinfectado HIV-TBP [20,55% (3,76-30,64%)],
quando comparada a expressdo observada para o grupo monoinfectado TBP
[40,92% (14,14-70,07%); p<0,05) (Fig. 11.0). Para o receptor NKp30 nenhuma
diferenca estatisticamente significativa foi observada entre os pacientes [(HIV-TBEP:
2,39% (2,05-11,41%); HIV-TBP: 7,42% (3,06-12,57%); e TBP: 11,72% (5,04—
49,67%)] (Fig. 11.M). O mesmo repetiu-se para o receptor NKp80 [HIV-TBEP:3,15%
(1,44-7,19%); HIV-TBP:4,94% (1,97-9,63%); e TBP: 3,94% (0,92—24,04%)] (Fig.
11.P).

Quanto aos demais membros da superfamilia das imunoglobulinas avaliados,
o CD160, um receptor de ativacdo de grande importancia para as células NK (Tu et
al. 2015), apresentou uma frequéncia de expressdo reduzida nos participantes
coinfectados pelo HIV-1 e pelo Mtb com TB ganglionar [HIV-TBEP: 1,41% (0,60—
3,40%)], cujos valores demonstraram-se significativamente menores que nos
pacientes de TBP [12,89% (1,80-26,57%); p<0,05] (Fig. 11.R). Por outro lado, o
receptor de ativagdo CD226 ou DNAM-1, envolvido no processo de formacdo da
sinapse imunologica citotoxica (Xiong et al. 2015), apresentou uma frequéncia de
expressdao mais elevada no grupo HIV-TBP [58,72% (6,91-69,23%)], sendo
significativamente maior em relacdo ao grupo monoinfectado pelo Mtb [9,01% (4,23—
29,05%); p<0,05] (Fig. 11.S).

Por fim, nenhuma diferenca estatistica péde ser observada para as
frequéncias de expresséo do receptor inibitorio CD85j, pertencente a familia ILT, ou
para o receptor CD244 ou 2B4, membro da familia SLAM de receptores
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imunoregulatorios (Mathew et al. 2009). Uma reducao sutil na expressédo de CD85j
foi observada frente a infeccdo pelo HIV-1 [HIV-TBEP: 13,21% (3,93-37,39%), e
HIV-TBP: 10,33% (4,69-31,14%)], em relacdo aos pacientes de TB nao infectados
pelo virus [(TBP: 25,57% (7,77-58,52%)]. Para o CD244, um perfil semelhante de
expressao foi observado entre os trés grupos clinicos avaliados [(HIV-TBEP: 44,77%
(17,47-82,96%), HIV-TBP: 34,61% (18,30-77,52%), e TBP: 59,88% (22,57—
76,03%)].

As frequéncias de coexpressao de determinados receptores pelas células NK
também puderam ser avaliadas, considerando-se a estratégia de combinacdes de
anticorpos monoclonais utilizadas na metodologia do estudo. Deste modo, foi
possivel identificar o nivel de comprometimento de uma mesma célula NK, quanto a
expressdo de dois receptores distintos, com caracteristicas de ativacdo e inibicao.
As principais diferencas nas frequéncias de coexpressdes foram observadas entre
0s grupos HIV-TBP e TBP (Fig. 12).

As frequéncias de coexpressao dos receptores CD226/CD158i (Fig 12.A),
CD226/NKG2A (Fig 12.B), CD158i/CD161 (Fig 12.C), CD158i/NKG2A (Fig 12.D) e
CD158d/NKp44 (Fig. 12.F) foram significativamente mais elevadas no grupo
infectado pelo HIV-1, com a forma pulmonar de TB [respectivamente: 4,96% (1,33—
11,38%), 5,56% (0,63-9,68%), 4,94% (1,12-17,11%), 2,45% (0,68—8,27%), 2,23%
(0,69%—3,77%)], quando comparadas aquelas observadas para os pacientes com
TB pulmonar apenas [respectivamente: 0,38% (0,09-1,19%), 0,84% (0,59-2,36%),
0,10% (0-1,13%), 0,38% (0,06—1,33%), 0,54% (0,10-2,15%); p<0,05)].

Por outro lado, a frequéncia de coexpressdo de NKp30/NK46 demonstrou-se
reduzida no grupo HIV-TBP [7,06% (1,17-15,68%)], quando comparada ao grupo
TBP [18,57% (6,73-55,49%); p<0,05] (Fig. 12.E).

As demais coexpressdes avaliadas, de acordo com as combina¢cdes de
anticorpos monoclonais utilizadas, nao apresentaram diferencas estatisticas
significativas (dados ndo mostrados). No entanto, foi possivel identificar uma
perturbacdo do repertério de NK nos pacientes infectados pelo HIV-1 com TB
pulmonar, o que pode indicar uma participagéo dessas células na imunidade desses

participantes.
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Figura 12. Distribuicdo ex vivo de coexpressdo dos receptores CD226/CD158i (A),
CD226/NKG2A (B), CD158i/CD161 (C), CD158i/NKG2A (D), NKp30/NKp46 (E) e CD158d/NKp44
(F) pelas células NK nos trés grupos de pacientes clinicamente distintos.

Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6),
infectados pelo HIV-1 e apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e nao infectados pelo
HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15).
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4.3 Caracterizacdo Ex Vivo das Células iNKT

Dando continuidade a andlise ex vivo do perfil das células linfoides inatas, as
células NKT também foram alvo do presente estudo, mais especificamente aquelas
do tipo | ou INKT (Juno et al. 2012). Identificadas através da expressdo da cadeia
invariante Va24Jal8*, essas células foram definidas no contexto das células NKT
CD3+/CD56+ totais. A partir das células Va24Jal8* foram entdo determinadas as

subpopulacdes iINKT avaliadas (Fig. 6.A-C).

Assim como conduzido para as células NK, inicialmente foi investigada
frequéncia das células NKT totais e iNKT nos trés grupos clinicos: HIV-TBEP, HIV-
TBP e TBP. Para as células NKT totais, a distribuicdo das frequéncias apresentou-se
semelhante entre os trés grupos [(HIV-TBEP: 1,54% (0,86-2,73%), HIV-TBP: 1,01%
(0,35-2,0%), e TBP: 1,69% (1,02-4,65%)], portanto, nenhuma diferenca estatistica
pbode ser observada (Fig. 13).
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Figura 13. Distribuicdo ex vivo de células NKT totais nos
trés grupos clinicos distintos.
Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma

extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6), infectados pelo HIV-1 e
apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e nao
infectados pelo HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15).
As barras horizontais representam as medianas.

Quanto as células iNKT, embora uma aparente reducao de células tenha sido
observado no grupo infectado pelo HIV-1 com a forma extrapulmonar de TB [3,60%
(2,44-8,70%)], em relagdo aos demais pacientes [HIV-TBP: 8,01% (4,48-10,64%), e
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TBP: 7,01% (3,34-9,67%)], esta redugdo ndo apresentou significancia estatistica
(Fig. 14).
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Figura 14. Distribuicdo ex vivo de células iNKT nos trés
grupos clinicos distintos.

Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma
extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6), infectados pelo HIV-1 e
apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e néo
infectados pelo HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15).
As barras horizontais representam as medianas.

Os niveis de ativacdo e o estagio de diferenciacdo das células INKT foram
investigados através da coexpressao das moléculas CD69 e CD161. Células iNKT
mais ativadas e em estagio mais avancado de diferenciacdo foram observadas numa
maior frequéncia nos grupos infectados pelo HIV-1 [HIV-TBEP: 49,83% (17,37—
63,67%), e HIV-TBP: 33,78% (17,86-58,96%)], quando comparadas aos pacientes
com TB pulmonar [13,16% (5,50-25,00%); p<0,05], como pode ser visualizado na
figura 15. Nao houve diferenca significativa nos niveis circulantes dessas células
entre os pacientes infectados pelo HIV-1, embora uma mediana mais elevada tenha

sido apresentada pelos pacientes com TB extrapulmonar.
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Figura 15. Distribuicdo ex vivo das células CD161*/CD69*
nos trés grupos clinicos distintos.

Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma
extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6), infectados pelo HIV-1 e
apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e néo
infectados pelo HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15).
As barras horizontais representam as medianas.

As subpopulacdes de células INKT CD4* e CD8* periféricas também foram
investigadas (Fig. 16.A-D). A subpopulacdo iINKT CD4*/CD8 apresentou uma
distribuicdo de frequéncias semelhante entre os trés grupos, e desse modo,
nenhuma significancia estatistica foi observada (Fig. 16.A). Para a subpopulacéo
CD4°/CD8*, apesar de valores medianos aparentemente mais baixos terem sido
apresentados pelos pacientes infectados pelo HIV-1 [HIV-TBEP: 21,81% (14,06 —
52,19%), HIV-TBP: 19,15% (8,77 — 52,63%), e TBP: 47,66% (9,21 — 74,78%)],
nenhuma significancia estatistica péde ser observada (Fig. 16.B). Adicionalmente,
ainda que a subpopulagdo CD4/CD8 tenha sido expressa em maior frequéncia pelo
grupo HIV-TBEP [34,68 (8,34 — 64,17%)] em relagcdo aos outros grupos [HIV-TBP:
22,22 (10,53 - 39,28%), e TBP: 18,75 (10,55 — 43,40%)], nenhuma diferenca
estatistica também poéde ser observada (Fig. 16.C). Por sua vez, a subpopulagéo
CD4*/CD8* apresentou frequéncias mais elevadas no grupo HIV-TBP [23,68%
(2,25-37,50%)], quando comparadas aquelas observadas para o grupo TBP [3,65%
(1,40-8,70%); p<0,05] (Fig. 16.D).
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Figura 16. Distribuicdo ex vivo das subpopula¢cées CD4*/CD8 (A), CD4/CD8" (B), CD4/CD8 (C)
e CD4*/CD8* (D) de células iNKT nos trés grupos clinicos distintos.

Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6),
infectados pelo HIV-1 e apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e nao infectados pelo
HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15). As barras horizontais representam as medianas.

As subpopulacdes de células INKT também foram avaliadas quanto ao nivel
de ativacéo, de acordo com a expressdo da molécula CD69, cujas distribuicbes das
frequéncias observadas para os trés grupos clinicamente distintos estédo
demonstradas na figura 17.

Para a subpopulacdo INKT CD4*, pbde ser observada uma frequéncia
relativamente maior de células ativadas no grupo HIV-TBP [2,21% (0,71-8,51%)],
em comparacao ao grupo TBP [0,81% (0,47-1,00%); p<0,05] (Fig. 17.A). Embora
nao haja significancia estatistica, a mediana da distribuicdo de células ativadas,
observada para o grupo HIV-TBEP, apresentou-se bem mais elevada que aquelas

encontradas para os outros grupos [5,85% (0,60%—22,77%)].
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Ja para a subpopulacéo iNKT CD8*, os participantes coinfectados de ambos
0S grupos também apresentaram frequéncias de células ativadas superiores, e
estatisticamente significativas em relacdo ao grupo monoinfectado por Mtb [HIV-
TBEP: 29,40% (19,62-57,05%), HIV-TBP: 10,32% (8,93-27,87%), e TBP 4,35%
(1,46— 9,21%); p<0,05] (Fig. 17.B).
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Figura 17. Distribuicdo ex vivo de subpopulacdes CD4* (A) e CD8* (B) de células iNKT ativadas
nos trés grupos clinicos distintos.

Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6),
infectados pelo HIV-1 e apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e ndo infectados pelo
HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15). As barras horizontais representam as medianas.

Por fim, na figura 18 podem ser visualizados os comportamentos de
expressao do perfil Th17 de resposta imune, identificado pela expressdo de CD161
(Annunziato et al. 2007; Kleinschek et al. 2009; Ito & Seishima 2010; Moreira-
Teixeira et al. 2011), observados para as subpopulagbes INKT CD4* e CD8*, nos
trés grupos clinicos estudados. Foi possivel observar distribuicbes semelhantes das
frequéncias de expressao de células INKT CD4*/CD161* (Fig. 18.A) e CD8*/CD161*
(Fig. 18.B) para os pacientes HIV-TBEP [7,18% (1,12-17,26%) e 19,33% (0—
33,16%), respectivamente], HIV-TBP [7,89% (1,68-22,22%) e 24,79% (6,45—-
44,44%), respectivamente], e TBP [9,21% (3,44-15,80%) e 32,08% (7,89-63,94%),
respectivamente], sem qualquer diferenca estatistica detectada.
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Figura 18. Distribuicdo das subpopulacdes CD4* (A) e CD8" (B) de células iNKT com perfil Th17
nos trés grupos clinicos distintos.

Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6),
infectados pelo HIV-1 e apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e néo infectados pelo
HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15). As barras horizontais representam as medianas.

Frente aos achados das andlises das células iNKT, destaca-se a provavel
exaustao celular observada para os participantes infectados pelo HIV-1, refletidas
nos niveis de ativacdo e diferenciacdo celular nesses pacientes, envolvendo

especialmente as células iINKT CD8" citotoxicas (Bendelac et al. 2007).

4.4 Caracterizagdo Ex Vivo das Células T yd

Para completar a avaliacdo da resposta imune celular inata, o perfil ex vivo
dos linfocitos T yd também foi investigado nos grupos HIV-TBEP, HIV-TBP e TBP. A
populacao geral de células T yd foi definida como CD3*/GD*, através da utilizacao
de um anticorpo monoclonal com especificidade para todas as cadeias yd (Fig. 7.A-
C). Em funcéo destas, as subpopula¢gbes yd foram avaliadas tendo como base a
expressdo ou ndo do segmento V&2, presente na maioria dos receptores em
humanos (Fig. 7.D). Receptores de células NK, coestimulatérios e inibitérios das

células T yd, também foram avaliados (Fig. 7.E-I).

Quanto a populagédo de células T yd totais, uma distribuicdo de frequéncias
reduzida e estatisticamente significante foi observada para o0s participantes
coinfectados pelo HIV-1 e TB extrapulmonar [3,61% (2,21-5,25%)], em relac&o

agueles participantes com a forma pulmonar [6,35% (5,46—11,50%); p<0,05], como
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mostrado na figura 19. Nenhuma diferenca significativa foi observada quando esses
pacientes foram comparados ao grupo monoinfectado por Mtb [5,46% (2,77

7,27%)].

p=0,0127
U) —_—
('_G 100 A
=)
o 60
o w0
() 9 20 -~ ([ ]
T c -
?C_U 20
S 3 15 °
© = o
g 8 10 - °® ooo
Q S~ (@)
ST ] e twee G0
LT 0 T T Qn
HIV-TBEP HIV-TBP TBP

Figura 19. Distribuicdo ex vivo das células T yd nos trés
grupos clinicos distintos.

Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma
extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6), infectados pelo HIV-1 e
apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e néo
infectados pelo HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15).
As barras horizontais representam as medianas.

As frequéncias de coexpressao de receptores de células NK e do receptor de
ativacdo CD69 em células T yd foram analisadas para a populagcédo T y0 total, e as
associacfes com diferencas estatisticamente significativas entre 0os grupos podem

ser observadas na figura 20.

As principais diferencas estatisticas foram encontradas entre os participantes
com manifestagdo pulmonar da TB, coinfectados ou n&o. A frequéncia de
coexpressao dos receptores CD158b1,b2,j/NKp46 foi significativamente maior em
HIV-TBP [0,39% (0,08-1,18%)], em relacdo ao grupo TBP [0,06% (0-0,27%);
p<0,05] (Fig. 20.A). O mesmo foi observado para a frequéncia de coexpressao dos
receptores CD158a/NKG2D [HIV-TBP:0,05% (0-0,53%) e TBP 0,0% (0-0,60%);
p<0,05] e CD158b1,b2,j/CD69 [HIV-TBP: 1,60% (0—6,82%) e TBP: 0% (0-0,35%);
p<0,05] (Fig. 20.B e 20.C, respectivamente). Para a coexpressdo dos receptores
NKp46/CD69, uma frequéncia significantemente maior foi observada nos dois grupos
infectados pelo HIV-1 [HIV-TBEP: 0,13% (0,07-0,46%) e HIV-TBP: 0,50% (0,04—

0,84%)], quando comparados aos monoinfectados pelo Mtb [TBP: 0% (0-0,19%);
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p<0,05] (Fig. 20.D). A analise das coexpressdes de CD158a/CD69 e NKG2D/CD69
também foram realizadas, contudo, ndo foram observadas diferencas estatisticas

(dados nédo mostrados).
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Figura 20. Distribuicdo ex vivo de coexpressdo dos receptores CD158b1,b2,j/NKp46 (A),
CD158a,h/NKG2D (B), CD158b1,b2,//CD69 (C) e NKp46/CD69 (D) pelas células T yd nos trés
grupos clinicos distintos.

Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6),
infectados pelo HIV-1 e apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e nao infectados pelo
HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15). As barras horizontais representam as medianas.

As frequéncias das subpopulac¢des V&2* e Vo2 foram, entdo, investigadas, no
contexto da populacado celular T yd total (Fig. 7.D). A frequéncia de distribuicdo das
células T yd V62* demonstrou-se inferior nos grupos coinfectados [HIV-TBEP: 14,0%
(7,75-54,65%) e HIV-TBP: 14,99% (6,07-29,29%)], quando comparados ao grupo
TBP [56,02% (21,90-75,42%); p<0,05] (Fig. 21).
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Figura 21. Distribuicdo ex vivo de células T yd V32* nos
trés grupos clinicos distintos.

Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma
extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6), infectados pelo HIV-1 e
apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e néo
infectados pelo HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15).
As barras horizontais representam as medianas.

Essas subpopulacdes T yd V62" também foram individualmente avaliadas
quanto a expressao dos receptores de NK e CD69 (Fig. 22 e 23, respectivamente).
De modo semelhante ao observado para a populacdo T yd, diferencas significativas
foram observadas, em especial, entre 0os pacientes com TB pulmonar. Para os
receptores NKp46 (Fig. 22.B) e NKG2D (Fig. 22.C), frequéncias medianas de
expressado foram maiores no grupo HIV-TBP [22,41% (3,58-42,27%), e 17,17%
(6,18-63,43%), respectivamente], em relagdo ao grupo TBP [2,87% (1,31-12,03%),
e 3,04% (1,37-6,17%), respectivamente; p<0,05]. No entanto, o receptor CD69 teve
sua frequéncia de expressdo aumentada nos grupos coinfectados [HIV-TBEP:
4,06% (1,03-9,49%) e HIV-TBP: 11,79% (5,83-18,69%)], quando comparados ao
grupo monoinfectado [0,31% (0,20 — 1,12%); p=<0,05] (Fig. 22.A). De modo
interessante, nenhuma diferenca estatistica foi observada para os receptores
CD158a e CD158b1,b2,j (Fig. 22.D e 22.E, respectivamente).

Para a subpopulagdo de células T yd Vd2', como pode ser observado na
figura 24, diferencas significativas também envolveram os pacientes com TB
pulmonar. O receptor NKG2D apresentou maior frequéncia de expressdo no grupo
HIV-TBP [17,60% (4,16-48,46%)] (Fig. 23.C), quando comparado ao grupo TBP
[1,04% (0,29-23,93%)], enquanto o receptor CD69 demonstrou frequéncia de
expressao aumentada nos grupos HIV-TBEP e HIV-TBP [5,99% (3,31-12,08%) e
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9,14% (4,25-16,38%), respectivamente], em relacdo ao grupo TBP [1,36% (0,60 —
3,68%)] (Fig. 23.A). Apesar de nenhuma diferenca estatistica tenha sido observada
para os demais receptores avaliados, uma possivel reducdo dos valores medianos
para CD158a,h pode ser visualizada nos participantes infectados pelo HIV-1 [(HIV-
TBEP: 56,33% (14,56-77,06%) e HIV-TBP: 30,19% (9,12-54,14%)], frente aos
pacientes TBP [70,62% (0—94,47%)] (Fig. 23.D).
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Figura 22. Distribuicdo ex vivo dos receptores CD69 (A), NKp46 (B), NKG2D (C), CD158a,h (D) e
CD158b1,b2,j (E) pelas células T yd V82" nos trés grupos clinicos distintos.

Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6),
infectados pelo HIV-1 e apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e no infectados pelo
HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15). As barras horizontais representam as medianas.
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Figura 23. Distribuicdo ex vivo da expressao dos receptores CD69 (A), NKp46 (B), NKG2D (C),
CD158a,h (D) e CD158b1,b2,j (E) pelas células T yd Vd2 nos trés grupos clinicos distintos.
Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6),
infectados pelo HIV-1 e apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e néo infectados pelo
HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15). As barras horizontais representam as medianas.

E para concluir as analises das células T yd, também foram consideradas as
coexpressdes dos receptores CD158b1,b2,j/NKp46 e CD158a,h/NKG2D, para a

subpopulacdo Vd2* (Fig. 24.A e 24.B, respectivamente). A frequéncia de expressao
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dos receptores CD158b1,b2/NKp46 demonstrou-se aumentada no grupo HIV-TBP
[2,81 (0,63 — 5,92)], em relacdo ao grupo TBP [0,045% (0,0 — 1,00%), p<0,05],
conforme apresentado na figura 24.A. A frequéncia de coexpressao dos receptores
NKG2D/CD158a,h ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas (Fig.
24.B). Quanto a populacao de células T yd V62", nenhuma coexpressao apresentou
diferenca significativa entre os grupos clinicamente distintos e, portanto, os dados

nao foram apresentados.
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Figura 24. Distribuicdo ex vivo de coexpressdo dos receptores CD158b1,b2,j/NKp46 (A) e
CD158a,h/NKG2D (B) pelas células T yd V82* nos trés grupos clinicos distintos.

Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6),
infectados pelo HIV-1 e apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e ndo infectados pelo
HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15). As barras horizontais representam as medianas.
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4.5 Avaliacdo Funcional das Células NK In Vitro

O potencial funcional das células NK, ou seja, a capacidade dessas células de
promover a lise citotoxica das células-alvo, bem como de produzir citocinas efetoras
da resposta imune, foi avaliado in vitro. Para isto, PBMCs foram obtidas de amostras
de sangue periférico e submetidas aos ensaios funcionais para a deteccdo de
CD107a e das citocinas pré-inflamatérias IFN-y e TNF.

Inicialmente, as células NK definidas como CD3/CD56*/CD16* foram
avaliadas quanto a sua frequéncia basal, apds ensaio in vitro de 16 horas (Fig. 5.A-
D). A distribuicdo das frequéncias das células NK para cada um dos trés grupos
clinicamente distintos pode ser observada na figura 25. Em auséncia de estimulo,
frequéncias semelhantes foram observadas entre os grupos, sem qualquer diferenca
significativa. As mesmas foram diferentes daquelas observadas na analise ex vivo
(Fig. 10).
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Figura 25. Distribuicdo in vitro de células NK nos trés
grupos clinicos distintos.

Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma
extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6), infectados pelo HIV-1 e
apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e nao
infectados pelo HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15).
As barras horizontais representam as medianas.

A fim de avaliar a capacidade citotoxica das células NK, PBMCs foram
cocultivadas frente a linhagem celular K562 e analisadas quanto a expressao de
CD107a, marcador indireto da atividade de degranulacdo dessas células (Parkinson-
Lawrence et al. 2005; Chan et al. 2007). As frequéncias de expressao de CD107a
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pelas células NK frente a K562 e em auséncia de estimulo (controle), observadas
para os trés grupos clinicamente distintos, encontram-se na figura 26. Para todos 0s
trés grupos, observou-se aumento significativo na expressdo de CD107a pelas
células NK, quando submetidas ao estimulo (K562) (p<0,05). Os valores médios
encontrados neste estudo assemelham-se aos valores observados na populacao

sadia para as duas morbidades (Pean et al. 2012).
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Figura 26. Distribuic&o in vitro da expressdo de CD107a pelas
células NK, na presenca (K562) ou em auséncia (controle) de
estimulo.

Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma
extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6) (A), infectados pelo HIV-1 e
apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) (B) e nao
infectados pelo HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15) (C).
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O potencial degranulatério das células NK, frente ao estimulo com K562, foi
semelhante entre os trés grupos clinicamente distintos avaliados, uma vez que néo
houve diferencas estatisticas significativas. No entanto, como pode ser identificado
na figura 27, um potencial de degranulacdo mediano aparentemente inferior foi
estabelecido para os pacientes com TB pulmonar monoinfectados [6,93% (3,05—
13,11%)], frente as medianas observadas para os demais pacientes [HIV-TBEP:
10,02% (7,27-21,37%) e HIV-TBP: 9,37% (4,09-19,87%)].
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Figura 27. Distribui¢do in vitro da expressdo de CD107a
pelas células NK, frente ao estimulo com K562.
Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma
extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6), infectados pelo HIV-1 e
apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e néo
infectados pelo HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15).
As barras horizontais representam as medianas.

Em complemento a andlise funcional das células NK, foi avaliada a producéo
das citocinas proinflamatorias IFN-y e TNF por essas células (Fig. 28.A e 28.B,
respectivamente). Distribuicbes semelhantes das frequéncias de células produtoras
de IFN-y ou de TNF foram observadas para os participantes coinfectados pelo HIV-1
e por Mtb, ou ainda, monoinfectados. Portanto, nenhuma diferenca estatistica péde

ser observada.
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Figura 28. Distribuicéo in vitro da expresséo de IFN-y (A) e TNF (B) intracelular em células NK,
frente ao estimulo em PBMC dos participantes incluidos nos trés grupos clinicos distintos.
Infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6), infectados
pelo HIV-1 e apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e ndo infectados pelo HIV, com
tuberculose pulmonar (TBP; n=15). As barras horizontais representam as medianas.

Por fim, foi avaliada a frequéncia de células duplo-funcionais, ou seja, que
apresentaram, ao mesmo tempo, capacidade citotdxica e de producédo de citocinas
(Reeves et al. 2010). Perfis semelhantes foram observados para as frequéncias
dessas células entre os trés grupos clinicamente distintos (Fig. 29.A e 29.B). Embora
uma tendéncia a mediana ligeiramente superior tenha sido observada para o grupo
TBP, quanto a frequéncia de células CD107a*/TNF*, nenhuma diferenca estatistica
significativa foi detectada (Fig. 29.B).
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Figura 29. Frequéncia da expressao de CD107a/IFN-y (A) e CD107a/TNF (B) em células NK in
vitro frente ao estimulo com K562.

Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6),
infectados pelo HIV-1 e apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e néo infectados pelo
HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15). As barras horizontais representam as medianas.
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5 DISCUSSAO

A TB é considerada hoje a doenca infecciosa de maior letalidade no mundo, a
frente mesmo do HIV/AIDS, sendo responsavel por 1,3 milhdo de mortes, com 10,4
milhdes de casos novos da doenca em 2016, de acordo com o boletim mais recente
da OMS (2017). No mesmo ano, o Brasil registrou 66.796 casos novos de TB, além
de 4.543 O6bitos em decorréncia da doenca (Ministério da Saude, Boletim

Epidemioldgico de Tuberculose 2017).

A transmissdo do agente causador da TB ocorre através da inalacdo de
bacilos expelidos pelas vias aéreas de individuos com a forma pulmonar ou laringea
da doenca (Turner & Bothamley 2015). O desfecho da infeccdo, no que diz respeito
ao seu estabelecimento, controle ou forma ativa, é definido através das interacdes
entre o hospedeiro e o patégeno, com o ambiente podendo também contribuir
(Prezzemolo et al. 2014). Um determinante importante a ser considerado no
desenvolvimento da forma ativa da TB é o perfil da resposta imune do hospedeiro, a
qual pode sofrer influéncia de diversos fatores, destacando-se a coinfeccdo pelo
HIV-1, uma das principais doencgas cronicas de carater infeccioso a promover a
desestruturacdo da resposta imune (Prezzemolo et al. 2014).

Apesar da existéncia de cura para a TB e tratamento para a infeccdo pelo
HIV-1, a associacdo HIV/TB ainda é um grande desafio para a saude publica, sendo
considerada uma entidade patoldgica distinta. O risco de TB ativa aumentade 2 a 5
vezes quando um individuo é infectado pelo HIV-1, assim sendo ao longo das fases
aguda e cronica da infeccdo. Com a progressao para AIDS, esse risco se torna pelo
menos 20 vezes maior ao observado na populacao geral (Bell & Noursadeghi 2018).
No Brasil, segundo avaliacdo do Ministério da Saude, esse risco chega a ser 28
vezes maior (Boletim Epidemioldgico Coinfecgédo TB-HIV 2017). E nesse contexto, a
manifestacédo extrapulmonar da TB ganha atencao pela sua dificuldade e demora de
diagnéstico, bem como pelo aumento de frequéncia de casos entre pacientes
coinfectados pelo HIV-1 (Bethlem 2012).

No presente estudo, o perfil de células da imunidade inata foi investigado em
pacientes infectados pelo HIV-1 com TB ganglionar, a apresentacao extrapulmonar
mais comum da TB nesse grupo (Salvador et al. 2015), com a finalidade de melhor

compreender a imunopatogenia dessa manifestagcéo. Para isso, foram avaliados seis
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participantes infectados pelo HIV-1 com TB ganglionar, junto a 15 participantes
coinfectados pelo HIV-1 com manifestacdo pulmonar da TB e 15 participantes com
TB pulmonar monoinfectados. Numa andlise inicial, os participantes foram avaliados
quanto as variaveis categoricas de idade, género e raca, as quais nao diferiram

entre os grupos clinicos avaliados.

A TB apresenta-se de forma mais incidente em homens do que em mulheres,
sendo que no ano de 2016, o numero de casos novos registrados no mundo foi 1,6
vezes maior em individuos do género masculino (WHO 2016). Embora ndo tenham
sido observadas diferencas estatisticas significantes para a distribuicdo dos
participantes dos géneros masculino e feminino nos trés grupos clinicos, de modo
semelhante ao cenario mundial, um maior numero de homens foi incluido em nosso
estudo, totalizando 23 participantes, para 13 mulheres, uma razdo de 1,77. Um
estudo realizado no municipio de Duque de Caxias — RJ também apresentou maior
namero de diagndsticos de TB em homens, do que em mulheres (Belo et al. 2010),
assim como um estudo prévio realizado pelo nosso grupo, no qual esse cenario
também foi observado (da Silva et al. 2013). Ndo se sabe ao certo a que essa
diferenca entre géneros possa estar associada. Contudo, discute-se sobre impacto

de fatores econémicos e socioculturais, além de fatores bioldgicos (Belo et al. 2010).

A TB per se pode ser considerada uma doenca imunossupressora (Pilheu et
al. 1997). A infeccao pelo HIV-1, por sua vez, tem na deplecdo de células T CD4*
sua principal caracteristica definidora, e como desfecho uma imunodeficiéncia
severa (Pawlowski 2012). Na coinfec¢do HIV/Mtb, os patdgenos potencializam um
ao outro, impactando o curso clinico de ambas as infec¢des, e acelerando a
deterioragdo das fung¢Bes imunoldgicas, o que aumenta o risco de progressao da
infecgdo pelo Mtb para doenga ativa, quando niveis baixos de células T CD4* sdo
alcancados (Pawlowski et al. 2012). Deste modo, os participantes infectados pelo
HIV-1 avaliados neste estudo foram incluidos, tendo como critério contagens
absolutas de linfocitos T CD4* iguais ou inferiores a 350 céls./mm?3 de sangue, com a
finalidade de homogeneizar o grau de imunodeficiéncia dos quadros de TB pulmonar
e extrapulmonar, quanto as células T CD4*. Portanto, a avaliacdo das contagens
absolutas das células T CD4*, utilizada no monitoramento laboratorial da infeccao
pelo HIV-1, demonstrou que todos os participantes apresentaram valores inferiores a
200 céls./mm?3 de sangue, o que classifica a todos como casos de AIDS, ou estagio

3 da infeccdo pelo HIV-1, segundo critérios definidos e revistos pelo “Centers of
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Disease Control and Prevention” (CDC) em 2016. De fato, o risco de TB ativa nessa

fase € muito alto, como mostrado na figura 3.

As células T CD4* apresentam papel importante para a formacdo e
manutenc¢ao da estrutura do granuloma durante a infeccéo inicial pelo Mtb (Nunes-
Alves et al. 2014). Em geral, os individuos infectados pelo HIV-1 tendem a formar
granulomas disfuncionais, que falham na contengcéo do bacilo (Nunes-Alves et al.
2014). Ainda, o numero reduzido de células T CD4* ja foi associado ao escape do
bacilo dos pulmfes, disseminacdo e acometimento de outros sitios para o
estabelecimento da infecgdo (O’Garra et al. 2013). No entanto, as contagens de
células T CD4* ndo apresentaram diferenca estatistica entre o0s pacientes
coinfectados com TB pulmonar e TB ganglionar, embora uma imunossupressao
aparentemente mais acentuada péde ser observada para os casos pulmonares. Esta
observacdo reforca a possivel participacdo de outros componentes da resposta
imune na perda da delimitacdo da infec¢do ao sitio pulmonar, e remete a hipétese
de outros mecanismos estarem envolvidos na imunopatogénese da associacéo
HIV/TB, como por exemplo, alteracdes nas microbiotas pulmonar e do intestino, que
impactam de modo negativo a imunidade nesses pacientes (Nwosu et al. 2014;
Cervantes 2017).

Outro compartimento imunolégico que sofre impacto na infecgao pelo HIV-1 é
o de células T CD8*. A producdo aumentada de células T CD8* pode ser detectada
nos individuos infectados durante as fases precedentes a AIDS, quando, entdo, séao
acometidos por grave reducdo de linfécitos T (Hellerstein et al. 1999). Apesar da
contagem de células T CD8* ter apresentado valores semelhantes entre 0os grupos
infectados pelo HIV-1 estudados, observamos uma mediana um pouco mais elevada
naqueles individuos infectados pelo HIV-1, com apresentagdo ganglionar da TB.
Portanto, também para esta subpopulacéo de linfocitos T, um comprometimento
imunologico mais acentuado e uma doenca ainda mais avancada parece presente

na coinfecc¢ao, nos casos de TB pulmonar.

Em individuos vivendo com HIV/AIDS, a redugcdo do numero de células T
CD4* e 0 aumento da contagem de células T CD8* resultam na inversédo da razao
CD4/CD8, o que caracteriza um mau prognostico da doenca (Cao et al. 2016).

Todos os individuos infectados pelo HIV-1 apresentaram razdo de células T
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CD4*/CD8* visivelmente reduzidas em funcdo da desestruturacdo imunoldgica

causada pelo HIV-1, e consistente com o avango da infecgéo.

Acompanhando os perfis observados para as contagens de células T CD4* e
T CD8" e 0 estagio avancado da infeccéao pelo HIV-1 (Naif 2013), a quantificacdo da
carga viral plasmatica apresentou valores elevados para ambos grupos clinicos
estudados, sem diferenca estatistica significativa entre eles, mas com perfil de
distribuicdo aparentemente superior para os pacientes com TB pulmonar. Portanto,
uma aparente facilitacdo da replicacdo viral pode estar acontecendo na infeccéo
pulmonar. Isso pode ser consequéncia de alteracdes da microbiota pulmonar e do

processo inflamatorio local (Cervantes 2017).

Dado o impacto da infeccdo pelo HIV-1 sobre o sistema imunoldgico,
consideramos importante avaliar a participacdo de outros componentes celulares do
sistema imune que possam estar relacionados com a patogénese da TB
extrapulmonar, a qual envolve a perda do controle da TB no sitio pulmonar e a
disseminagcdo do patdgeno, com o acometimento de outros tecidos do organismo
(Bethlem 2012). Deste modo, o presente estudo se propds a avaliar as células

linfoides da imunidade inata.

Neste contexto, as células NK, as quais possuem papel importante tanto na
infecgdo pelo HIV-1 (Kottilil et al. 2003; Alter et al. 2004; Alter et al. 2007; Scott-
Algara et al. 2008; Pean et al. 2012), quanto na TB (Ehlers & Schaible 2013;
Vankayalapati et al. 2005; Marcenaro et al. 2008; Esin et al. 2013), foram avaliadas
quanto a expressao de uma gama de moléculas de superficie que caracterizam de
modo amplo o repertério circulante dessas células chave da imunidade inata.
Definidas como CD3CD56*CD16* (Robertson & Ritz 1990), essas células sao
capazes de identificar alteracbes na superficie das células alvo, como aquelas
infectadas por virus, seja pela diminuicdo de expressdo de moléculas proprias
(“missing self’) ou pela expressdo de moléculas exdgenas ou moléculas proprias
num contexto alterado, como condigbes de estresse celular (“induced self’), como
exemplificado na figura 4. Ao expressar moléculas de estresse, células infectadas
pelo HIV-1 podem tornar-se alvos das células NK, uma vez que essas moléculas séo

reconhecidas por receptores ativadores (Holzemer et al. 2017).
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No presente estudo, o0s participantes coinfectados pelo HIV-1 e Mtb
apresentaram frequéncias ex vivo de células NK muito reduzidas em comparacao
aos participantes TB monoinfectados. Embora as analises in vitro tenham
apresentado um perfil distinto do observado ex vivo, como serd abordado mais a
frente, o impacto da infeccdo pelo HIV-1 nos pacientes com TB deve ser
considerado. Esta observacdo condiz com os achados de Alter et al. (2004), que
também demonstraram uma reducdo significativa dessas células na infeccéo
persistente pelo HIV-1. Uma vez que as células NK sdo uma das primeiras
populacdes de células efetoras a sofrer expansao durante a infeccdo aguda pelo
HIV-1, a cronicidade da infeccdo viral pode resultar na exaustdao deste
compartimento celular, levando a perda da capacidade de proliferacdo homeostatica
(Sun & Lanier 2011). Na TB, estas células atuam como uma importante fonte de
IFN-y, citocina essencial para a ativagdo dos macréfagos, dando inicio a sua
atividade antimicrobiana e, como consequéncia, ao desencadeamento da resposta
imune dessas células contra o Mtb (Choreno Parra et al. 2017). Esta reducao
observada poderia impactar diretamente o controle do Mtb. No entanto, ndo houve
diferenca entre os niveis de células NK dos pacientes coinfectados, com TB
pulmonar e TB ganglionar. Portanto, a alteracdo quantitativa das células NK né&o
parece se associar a manifestacédo clinica da TB.

As células NK apresentam um repertorio extremamente variado, em funcéo
das diversas combinacdes possiveis entre seus receptores ativadores e inibitérios
(Strauss-Albee et al. 2015), e o balanco dos sinais recebidos por essas moléculas
regula a atividade celular (Shifrin et al. 2014). A caracterizacdo do repertorio de
células NK nos pacientes coinfectados pelo HIV-1 com TBEP consistiu no principal

objetivo deste estudo.

Os receptores KIR representam a maior familia de receptores expressos
pelas células NK, a qual possui membros com funcdo inibidora e estimulatoria.
InfecgBes virais, como o HIV-1, geralmente alteram a expressao dos ligantes desses
receptores, ativando suas funcbes (Ho6lzemer et al. 2017). Uma investigacao
envolvendo oito diferentes receptores KIR foi conduzida, através de seis diferentes

anticorpos monoclonais.

Entre os trés grupos clinicos avaliados, ndo foram detectadas diferencas
significativas quanto a expressao de receptores pertencentes a esta familia. Para os
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receptores CD158a (inibicdo) e CD158i (ativacdo) foram observadas apenas
tendéncias de maior expressdo nos pacientes com TB pulmonar coinfectados, e
menor para 0s pacientes com Mtb-monoinfectados respectivamente, em relacdo aos
demais grupos clinicos. Pean et al. (2012) também avaliaram a expressdo dos
receptores CD158a, CD158b, CD158e e CD158i, e, do mesmo modo, observaram
perfis de distribuicdo semelhantes para estas moléculas, entre pacientes HIV/TB que
desenvolveram ou ndo episodios de IRIS, pacientes monoinfectados pelo HIV-1,
pacientes monoinfectados pelo Mtb, e individuos sadios para ambas infec¢fes.
Essas observacdes indicam um aparente equilibrio de expressédo nessa familia de

receptores, a qual ndo parece ser alterada frente a associacédo HIVTB.

Para a molécula CD69, um marcador de ativacdo celular que atua como
molécula ativadora para as células NK, niveis de expresséo bastante restritos foram
observados para os pacientes dos trés grupos clinicos avaliados no presente estudo,
e que nao apresentaram diferencas entre si, provavelmente indicando auséncia ou
baixa ativacdo dessas células nos pacientes avaliados. Pean et al. (2012),
demonstraram uma alta frequéncia de expressdo de CD69 nas células NK de
pacientes HIV/TB em relacdo aos controles, detectada para 40 a 60% dessas

células.

A molécula CD161 é um receptor inibitério para as células NK, embora um
perfil regulador também tenha sido depositado a esse receptor (Poggi et al. 1996;
Aldemir et al. 2005, Pozo et al. 2006). Frequéncias de expressao significativamente
reduzida para esse receptor foram observadas nos casos de TB pulmonar
coinfectados pelo HIV-1, em comparagao aos casos de TB pulmonar na auséncia do
virus. No contexto da inibicdo ou da regulacdo, a resposta de células NK poderia
estar desregulada e propensa a ativacdo. Por outro lado, pacientes com TB
ganglionar apresentaram niveis semelhantes de expressdo de CD161 comparadas
agueles pacientes com TB pulmonar monoinfectados. No caso desta molécula, Pean
et al. (2012), em contrapartida ao CD69, ndo observaram diferencas de expressao

entre os grupos avaliados.

A molécula CD94 é considerada acessoria aos receptores NKG2A e NKG2C
da familia NKG2, pois forma com estes, heterodimeros, através de pontes dissulfeto
(Lanier 2005). Neste estudo observamos frequéncia de CD94 significativamente

maior no grupo de TB pulmonar monoinfectado, em relacdo aos grupos
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coinfectados, indicando o impacto da infeccdo pelo HIV-1 também sobre a
expressdo desta molécula. Por outro lado, as moléculas NKG2A e NKG2C néo
apresentaram diferengas de expressdo entre os trés grupos clinicos avaliados.
Interessante observar que estas moléculas, em especial NKG2C, apresentaram
perfis de distribuicdo bastante semelhantes aqueles observados para o CD94 e,
portanto, a expressédo reduzida de CD94 observada nos pacientes coinfectados
pbde ter restringido a expressédo dos demais componentes dos dimeros. No entanto,
uma expressao sutilmente reduzida pode ser percebida para NKG2C nos pacientes
infectados pelo HIV-1, em especial nhaqueles com TB ganglionar. Uma vez que este
receptor tem sido relacionado ao perfil de memoria das células NK (Guma et al.
2006), alteracdes mesmo sutis em sua expressao, bem como em seu heterodimero,
podem significar um impacto importante na resposta imune inata nesses pacientes,
vulnerabilizando ainda mais os mesmos. A andlise de coexpressdo destes
receptores ndo podde ser realizada em decorréncia do painel de anticorpos
monoclonais definido para o estudo, o qual ndo contemplou as trés moléculas em

um mesmo painel de avaliacao.

O marcador NKG2D, constitutivo em praticamente todas as células NK em
repouso, reconhece alteracbes em células infectadas ou alteradas por tumores,
resultando em sua ativacdo (Leal et al. 2017). Neste estudo, ndo foram observadas
diferencas significativas de expressdo de NKG2D entre os trés grupos clinicos
avaliados, embora medianas visualmente menores tenham sido observadas para 0s
pacientes coinfectados. Estudos com controladores virémicos tém associado o
aumento de expressdo de NKG2D a capacidade citolitica preservada das células NK
nesses pacientes (Marras et al. 2013). Por outro lado, na IRIS, sua expressao
reduzida foi associada a um perfil inibitério de mecanismo “feedback” de controle
interno a reagdo (Pean et al. 2012). Portanto, essa molécula parece estar
relacionada, tanto a funcéo, quanto a regulacdo das células NK, podendo estar

comprometida nos pacientes aqui avaliados.

Os receptores pertencentes a familia NCR também foram avaliados para os
trés grupos clinicos, incluindo a avaliacdo dos receptores de lectina tipo C, NKp30,
NKp44 e NKp46, e da superfamilia das Igs, NKp80. Os receptores NKp30, NKp44 e
NKp46, sdo expressos exclusivamente pelas células NK, e enquanto as moléculas
NKp30, NKp46 e NKp80 sédo expressas de forma constitutivas por estas células, o
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receptor NKp44 somente € expresso por células NK ativadas (Vankayalapati et al.
2005; Pegram et al. 2011).

De acordo com o observado por De Maria et al. (2003), os receptores NKp30,
NKp44 e NKp46 sofrem reducdo com a cronicidade da infeccao pelo HIV. Pean et al.
(2012), observaram também uma expressao inferior destes receptores em pacientes
infectados pelo HIV-1, independente do acometimento por TB ou IRIS, quando
comparados a individuos sadios. A mesma reducdo de expressdo do receptor
NKp46 foi observada para os pacientes infectados pelo HIV-1 com a forma pulmonar
da TB avaliados neste estudo, quando comparados aqueles monoinfectados por
Mtb. Embora ndo tenham sido estatisticamente significativas, frequéncias reduzidas
de células NKp46* também foram observadas para os pacientes com TB ganglionar,
coinfectados. Para o receptor NKp30, no entanto, a distribuicdo de frequéncias
apresentou-se de forma semelhante entre os trés grupos clinicos avaliados. No
entanto, uma tendéncia a valores mais elevados nos pacientes de TB
monoinfectados pode ser percebida. Por outro lado, diferente do observado em
outros estudos, para o receptor NKp44, foram detectadas frequéncias de expressao
significativamente maiores entre os participantes infectados pelo HIV-1, em relacéo
aos monoinfectados por Mtb, este fato pode estar relacionado ao estado de ativacéo
generalizado caracteristico da infeccdo pelo HIV-1 e associado ao profundo
comprometimento imunoldgico observado nesses pacientes, mais do que a ativacao

funcional das células NK per se.

Em relagdo ao receptor NKp80, ndo foram observadas diferencas
significativas de expressao entre os grupos avaliados. Num estudo realizado por
Mavilio et al. (2003) também foi observado que a frequéncia de expressao do
receptor NKp80 nas células NK era semelhante entre controles e participantes
infectados pelo HIV-1, independente dos niveis de viremia. Pean et al. (2012)
também n&o observaram diferencas estatisticas entre os pacientes HIV/TB e os

grupos controles avaliados.

Vankayalapati et al. (2005) avaliaram as células NK de individuos sadios apos
cultura com mondcitos e macrofagos alveolares infectados pelo Mtb, detectando
aumento da expressao dos receptores NKp30, NKp46 e NKG2D, o que demonstra
que esses receptores possam ter participagdo na lise de células infectadas pela
micobactéria. Frente a esses resultados e aos observados para 0s pacientes
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avaliados no presente estudo, esses receptores podem estar falhando em ativar as

células NK contra o Mtb frente a coinfeccao pelo HIV-1.

O membro da superfamilia |g CD226 é expresso constitutivamente em cerca
de 50% das células NK, e possui papel coestimulatério importante para essas
células (Pegram et al. 2011). Interessante observar que, no presente estudo, uma
expresséo significativamente elevada de CD226 foi observada para 0s pacientes
coinfectados pelo HIV-1, independente da apresentagdo clinica da TB, em relagéo a
uma expressdo aparentemente normal observada para aqueles monoinfectados.
Dada a importancia deste receptor na coestimulacdo e participacdo na sinapse
imunoldgica de células NK, a expressdo ndo comprometida deste receptor na
coinfeccdo pelo HIV-1 pode representar um mecanismo compensatorio para a

ativacdo das células NK.

O receptor CD85j € uma molécula inibitéria expressa por células NK e seu
mecanismo para controle da atividade destas células permanece desconhecido
(Pegram et al. 2011). Ja foi demonstrado que células NK expressando CD85j
possuem habilidade para controlar a replicagdo do HIV-1 em DCs in vitro (Scott-
Algara et al. 2008). No presente estudo, observou-se uma ligeira reducdo na
frequéncia de expressao desse receptor em pacientes coinfectados pelo HIV-1, mas
que, contudo, nao foi significativa em relacdo aqueles monoinfectados. No entanto,

esta reducao ainda pode impactar a regulacdo da resposta das células NK.

O receptor CD244 é expresso por praticamente todas as células NK humanas
(Mathew et al. 2009). Os sinais recebidos por esse receptor comportam-se de
maneira ativadora ou inibitéria, dependendo do estagio de maturacdo dessas
células, o que Ihe confere o posto de receptor multifuncional (Pegram et al. 2011).
Diferentes estudos ndo observaram diferencas para a expresséo do receptor CD244,
entre pacientes infectados pelo HIV-1, coinfectados pelo HIV-1 com TB,
monoinfectados pelo Mtb e individuos sadios (Mavilio et al. 2003; Pean et al. 2012).
De modo semelhante, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os trés
grupos clinicos avaliados neste estudo. No entanto, para as trés apresentacdes
clinicas em questdo, foram observados participantes com frequéncias de células
positivas para o CD224 bastante reduzidas para um receptor de ampla expresséo, o
gue remete a um quadro de imunossupressao para as células NK desses

participantes.
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As coexpressdes dos receptores na superficie das células NK puderam ser
avaliadas para algumas combinacdes de moléculas, considerando o painel de
anticorpos monoclonais utilizado. Esta € uma analise interessante pois fornece
informacdes adicionais sobre o perfil das células NK quanto a expressao simultanea
de receptores, que podem ter ou hdo a mesma caracteristica funcional. Todas as
diferencas significativas de frequéncia de expressdo envolveram participantes com
TB pulmonar, coinfectados ou ndo pelo HIV-1. As coexpressfes CD226/CD158i
(Ativacao/Ativacao), CD226/NKG2A (Ativacao/Inibicao), CD158i/CD161
(Ativacao/lnibicdo), CD158i/NKG2A  (Ativacdo/lnibicdo) e  CD158d/NKp44
(Inibicdo/Ativagéo) foram mais frequentes entre os participantes coinfectados com
TB pulmonar. Em contrapartida, a coexpressao NKp30/NK46 (Ativacéo/Ativacao) foi
significativamente menos frequente nesses participantes, quando comparada aos
participantes com TB pulmonar monoinfectados. As demais coexpressfes avaliadas
nao apresentaram diferencas estatisticas. Embora a maioria dessas combinacfes de
receptores represente um potencial de ativacéo, a baixa expressdo de uma molécula
como CD69, por exemplo, indica que o processo de ativacdo ndo esta acontecendo

de fato nessas células.

No geral, o repertdrio de receptores de células NK avaliado ndo apresentou
diferencas significativas que pudessem caracterizar um perfil mais ou menos inibidor
ou de ativacao para essas células, e que demonstrasse melhor o papel potencial das
mesmas na manifestacao ganglionar da TB em participantes coinfectados pelo HIV-
1. Esse cenario pode ser visualizado na figura 30, a qual apresenta uma compilacéao
das frequéncias de expressdo das moléculas avaliadas para o repertério e células

NK, para os participantes clinicamente distintos.

Isso demonstra que esse compartimento celular da imunidade inata possa de
fato ter sido bastante afetado pela imunossupresséo relacionada a infeccdo pelo
HIV, bem como pela propria TB. De fato, Pean et al. (2012) levantaram a hipotese
de que pacientes que desenvolvem IRIS durante a CART possuam uma resposta
imune inata mais potente contra células infectadas pelo Mtb, como sugerido pela
atividade citotoxica elevada de suas células NK, antes do inicio da terapia. Ao longo
do projeto principal do qual este estudo faz parte, nenhum caso de IRIS foi
detectado entre os participantes com TB (pulmonar ou extrapulmonar) coinfectados
pelo HIV-1 durante a CcART, remetendo a uma imunidade inata prévia
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desestruturada. Corroboram com esta hipétese os dados referentes a avaliacédo

funcional das células Nk, discutidos ao final deste capitulo.
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Figura 30. Heat map representativo da expresséao individual de cada receptor pelas células NK,
nos trés grupos de pacientes clinicamente distintos.

O espectro de cores varia do verde intenso para o vermelho intenso, passando pelo amarelo e
laranja, respectivamente em funcdo das frequéncias de expressdo menores para maiores,
detectadas para os individuos infectados pelo HIV-1 com TB extrapulmonar (HIV-TBEP),
infectados pelo HIV-1 com TB pulmonar (HIV-TBP), e monoinfectados pelo Mth, com TB pulmonar
(TBP).

Além disso, o numero reduzido de participantes coinfectados pelo HIV-1 com
TB ganglionar incluidos no grupo clinico principal do estudo, pode ter atuado como

um fator limitador dos resultados observados.

Em paralelo as células NK, as células NKT, componentes efetores da
interface entre as imunidades inata e adquirida, também foram avaliadas no
presente estudo, quanto a participacdo na imunopatogénese da forma ganglionar da
TB. Estas células apresentam fendétipo parcialmente ativado e respondem
rapidamente a infecgfes, sendo capazes de modular o perfil de outras células do
sistema imunolégico (Sada-Ovalle et al. 2008). Além disso, possuem receptores

caracteristicos dos linfécitos T convencionais e das células NK.
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A associacao entre as células NKT e as doencas pode ser classificada em
trés categorias. Na primeira, alteragdes nas células NKT (funcionais ou quantitativas)
podem comprometer a regulacdo imune e aumentar a predisposicdo a afeccdes e
infeccbes (Swann et al. 2007; Wu & Van Kaer 2009). Na segunda, as NKT séao
numerica e funcionalmente competentes, mas desenvolvem uma resposta imune
patogénica que contribui com o desenvolvimento da doenca (Balato et al. 2009). Na
terceira, a estimulacdo da funcdo NKT pode ser benéfica para a resolucdo da
morbidade (Wu et al. 2009).

Na infeccdo pelo HIV-1, observa-se uma reducdo quantitativa dessas células
ainda na fase aguda, o que certamente colabora para a progresséo para a fase
cronica da infeccdo (Fernandez et al. 2014) e, por isso, identifica-se aqui uma
categoria Il para a associacdo da NKT com a infeccdo. Ja na TB, € possivel
estabelecer uma associacdo com qualquer uma das trés categorias, uma vez que a
literatura mostra reducdo dessas células associada a TB ativa e sugere sua ativacdo
na infec¢do pelo Mtb, a qual pode ser imunogénica ou imunopatogénica (Montoya et
al. 2008; Sutherland et al., 2009). Como seria, entdo, essa classificacdo frente a

coinfecgdo HIV/Mtb, ainda néo foi elucidado.

A avaliacdo das células NKT totais no presente estudo demonstrou
frequéncias semelhantes entre o0s participantes avaliados, sem diferencas
estatisticas significativas observadas. As células iNKT ou tipo I, invariantes para a
expressdo do segmento Va24Ja18, foram também avaliadas. Para os trés grupos
clinicos incluidos, foi observada uma tendéncia a frequéncia reduzida das células
INKT nos participantes coinfectados pelo HIV-1 com apresentacéo ganglionar da TB,
em relacdo aos demais participantes, embora sem diferenca estatistica significativa.
Portanto, a infeccdo pelo HIV-1 ndo parece impactar a frequéncia das células
NKT/INKT de pacientes com TB. Essa reducdo aparente observada para os
pacientes com TB ganglionar poderia estar associada ao desfecho extrapulmonar da
TB, mas a auséncia de significancia estatistica, provavelmente pelo numero

reduzido de amostras avaliadas, ndo permite maiores conclusoes.

Por outro lado, os participantes coinfectados pelo HIV-1 demonstraram uma
frequéncia maior de expresséo de células CD161*/CD69", indicando um perfil INKT
ativado e possivelmente comprometido com a producdo de IL-17 nesses
participantes. A IL-17 €&, por natureza, um mediador inflamatoério e a expresséo de
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CD161 por células iINKT esta associada a secrecéo de IL-17 por essas células (Ito &
Seishima 2010; Moreira-Teixeira et al. 2011). No entanto, o desenvolvimento deste
perfil de secrecdo é dependente de um ambiente inflamatoério, com a presenca de
TGF-B, IL-1B e IL-23 (Moreira-Teixeira et al. 2011). Portanto, para 0s pacientes
avaliados, a producéo de IL-17 pelas células iINKT CD161* ativadas, dependera do
perfil do ambiente onde essas células foram ativadas, provavelmente dos pulmdes e

ndédulos linfaticos.

Baseado na expressdo das moléculas CD4 e CD8, as células iNKT podem ser
classificadas em quatro subpopulacdes, sendo as subpopulacdes CD4*/CD8 e
duplo-negativas as mais frequentes em individuos sadios (Montoya et al. 2007). As
quatro subpopula¢ces foram detectadas para os trés grupos clinicos estudados, e
diferenca estatistica significativa foi observada para a frequéncia da subpopulacéo
duplo-positiva, aumentada nos pacientes com TB pulmonar coinfectados pelo HIV-1
em relacdo aos nao coinfectados pelo HIV-1. Embora uma frequéncia
aparentemente superior da subpopulacdo CD47/CD8* tenha sido observada nos
pacientes monoinfectados, e 0 mesmo para a populacdo duplo-negativa para
agueles com TB ganglionar coinfectados, estas variacbes ndo apresentaram
diferencas estatisticas significativas. Chama a atencdo a presenca das células
CD4*/CD8* em nossa coorte, uma vez que nao sdo observadas em individuos
sadios (Montoya et al. 2007) e potenciais alvos para a infeccao pelo HIV-1, nesses
pacientes em estagio avancado da infeccdo, o que pode indicar células INKT com

perfil imaturo.

Por sua vez, células iINKT CD4* demonstraram um perfil significativamente
mais ativado, ou maior expressdo de CD69, nos pacientes coinfectados com TB
pulmonar, em relagdo aqueles Mtb-monoinfectados. Para as células iNKT CD8*,
essa ativacao significativa foi observada para todos os pacientes coinfectados pelo
HIV-1, em relacdo ao grupo monoinfectado. Esses dados demonstram que, ainda
que a frequéncia de células INKT circulantes no sangue periférico tenha sido
semelhante entre os trés grupos, as células INKT daqueles participantes infectados

pelo HIV-1 apresentavam-se mais ativadas.

Ainda que as células CD161* possam produzir citocinas do tipo Thl e Th2,
esse marcador é considerado proprio de células com perfil Th17 (Maggi et al. 2010).
Entretanto, a capacidade de produzir IL-17 é depende do ambiente inflamatério de
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ativacdo dessas células (Moreira-Teixeira et al. 2011). Entre os grupos clinicos
avaliados, a proporcdo de células CD161* ndo foi significativamente diferente para
as subpopulacbes CD4* ou CD8".

De um modo geral, um desgaste do compartimento de células INKT foi
observado neste estudo, principalmente em decorréncia da infeccdo pelo HIV-1,
certamente relacionado ao processo de ativagdo associado a essa infec¢do e ao
ambiente inflamatério, embora um perfil sugestivo de Th17 tenha sido observado

para essas células nestes pacientes.

Por fim, as células T y® também foram avaliadas no presente trabalho. Em
contraposto as células T af convencionais, esses linfocitos inatos sdo capazes de
alterar seu estado de repouso para ativacdo rapidamente ao encontrarem uma

diversidade de patdgenos, entre eles o Mtb (Zhang & Sugawara 2012).

Em estudo realizado por Bourgarit et al. (2009), nenhuma diferenca foi
detectada quanto a frequéncia de células T yd circulantes entre pacientes HIV/TB,
com e sem manifestacoes de IRIS. Carvalho et al. (2002), ao compararem amostras
de pacientes com TB coinfectados pelo HIV-1, individuos monoinfectados pelo HIV-1
e doadores sadios, foram capazes de identificar frequéncias menores de células T
yd circulantes nos grupos infectados pelo HIV-1. Entretanto, no presente estudo,
foram observadas frequéncias significativamente menores de células T yd em
participantes coinfectados e com a forma ganglionar de TB, quando comparados
agueles com a forma pulmonar da TB. Essa observacdo vai de encontro a hipotese
do presente estudo, sobre a participacdo das células da imunidade inata na
imunopatogénese da manifestacéo ganglionar da TB extrapulmonar em participantes
coinfectados HIV-1/Mtb. E evidente que esta informagdo é muito vaga, e a presenca
reduzida das células T yd em participantes coinfectados com TB ganglionar pode ser
uma consequéncia e ndo uma causa para esta manifestacdo clinica da TB. Além
disso, 0 pequeno numero de pacientes recrutados para esse grupo certamente é um
fator limitante para achados mais robustos, mas a infecgéao pelo HIV-1 pode néo ter
sido o unico fator a impactar a distribuicdo desta populacdo celular. No entanto, a
restricdo quantitativa destas células ndo deve ser ignorada, mas considerada para a
patogénese da TB ganglionar, e mais estudos devem ser conduzidos nesse

contexto.
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Zhang et al. (2006) observaram que a proliferacdo de células T yd parece
relacionada ao percentual de células NK CD56* e que, apesar do IFN-y ser uma
citocina de extrema importancia para a ativacao de outras células do sistema imune,
sua produgao nao apresenta impacto na expansao das células T yd. Em outras
palavras, as células NK podem interferir com a expanséo da populacédo de células T
yd, ainda que na auséncia de IFN-y. Alteragcdes nas ceélulas NK podem, portanto,
funcionar como um pano de fundo para as alteracdes das células T yd. Portanto,
esta observacdo torna as alteracOes detectadas para as células NK um fator

importante a ser considerado as restrices observada para as células T yd.

A coexpressao dos receptores CD158b1,b2,j/NKp46, CD158a/NKG2D,
CD158b1,b2/CD69 e NKp46/CD69 pelas células T yd foi avaliada dentre os
diferentes grupos clinicos incluidos no estudo. Como resultado, as principais
diferencas foram observadas entre os pacientes com TB, coinfectados pelo HIV-1 ou
Mtb-monoinfectados, sempre com 0s primeiros apresentando maiores frequéncias
de coexpressdo. No entanto, nenhum perfil diferenciado foi observado para os

pacientes coinfectados com TB ganglionar.

Em estudo realizado por Christopoulos et al. (2016), a circulacdo da
subpopulagcdo de células T yd V©62* demonstrou-se reduzida em participantes
imunossuprimidos, quando comparados a individuos adultos sadios. Adicionalmente,
Carvalho et al. (2002) observaram reducao da subpopulagdo Vd2* em participantes
coinfectados pelo HIV-1, independente da forma clinica de TB, em relacdo aos
individuos sadios. Igualmente, Poles et al. (2003) associaram a reducdo de células T
y® V&2* periféricas a infeccao pelo HIV-1. Além disso, Soriano-Sarabia et al. (2015)
observaram que as células T yd V&2* sdo passiveis de serem infectadas pelo HIV-1,
uma vez gue expressam constitutivamente a molécula de CD4 em niveis reduzidos,
atuando como um reservatorio durante a laténcia da infecgéo viral. Essa reducéo da
frequéncia de células T yd V&2* causa uma inversdao na razdo V61/Vd2 nos
individuos infectados pelo HIV-1, passando as células V&1* a serem mais frequentes
na periferia (Autran et al. 1989). Em concordancia com o descrito na literatura,
menores frequéncias de células T yd V&2* foram observadas para os pacientes
infectados pelo HIV-1, independente da apresentacéo clinica da TB, em relacdo aos
participantes Mtb-monoinfectados. Juntos, esses dados demonstram que, ainda que
a infeccao pelo HIV-1 per se possa nao ter impactado diretamente a frequéncia de

células T yd totais, uma perturbacao nesse compartimento celular foi observada,
96



baseada na frequéncia alterada da subpopulacdo V&2*, que ocorre, possivelmente,

pela infeccao dessas células em particular pelo HIV-1.

Foram observadas frequéncias ainda maiores de expressdes dos receptores
NKp46, no compartimento V82*, e NKG2D, para ambas subpopulagées Vd2* e V2,
entre os pacientes coinfectados com TB pulmonar, em relagdo aqueles Mtb-
monoinfectados. J& o marcador de ativacdo CD69 demonstrou frequéncia superior
de expressao nos grupos HIV-TBEP e HIV-TB em relacdo ao grupo TBP, para as
duas subpopulagdes de células T yd analisadas. Isto demonstra que, independente
da frequéncia de circulacdo dessa subpopulacéo, as células tornam-se ativadas em

funcao da infeccao pelo HIV-1.

Bourgarit et al. (2009) observaram frequéncias menores de expressao dos
receptores CD158a,h e CD158b pelas células T yd V&2* de participantes
soropositivos para o HIV-1, que posteriormente desenvolveram episédios de IRIS.
Entretanto, no presente estudo, ndo foi possivel detectar diferengas significativas
para a frequéncia de células T yd Vd2* CD158a,h* ou CD158b*, de modo a

possibilitar qualquer associacdo com a manifestacao ganglionar da TB.

Finalmente, foram avaliadas as coexpressfées de receptores nas
subpopulacdes Vd2* e V2. Contudo, apenas a coexpressao CD158b1,b2,j/NKp46
pelas células V62*, apresentou diferencas estatisticas, sendo significativamente

maior na TB pulmonar frente a coinfec¢éo pelo HIV-1.

Alteracdes importantes foram observadas ex vivo para a populacéo de células

T yd, que podem de fato estar relacionadas a manifestacdo ganglionar de TBEP.

Ainda que tenham sido observadas alteracdes na frequéncia de células NK
totais entre os grupos clinicos estudados, sua analise fenotipica € insuficiente para
definir as condi¢Bes de funcionalidade das mesmas. Desse modo, o perfil citotoxico
das células NK também foi investigado no presente estudo. Até o presente
momento, é desconhecido se alteracdes na funcdo ou no perfil de receptores
expressos pelas células NK sdo capazes de proporcionar disseminagdo do agente

causador da TB para sitios extrapulmonares.

Inicialmente, foi avaliada a frequéncia de células NK nas PBMCs dos trés

grupos clinicos estudados. As células NK demonstraram distribuicdo semelhante
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entre os individuos clinicamente distintos. Entretanto, perfis de distribuicdo das
frequéncias in vitro foram distintos daqueles inicialmente observados nas analises ex
vivo. Diversos fatores podem ser responsaveis por esta diferenca, como: a) a
escolha dos fluorocromos acoplados aos anticorpos especificos utilizados para a
definicdo das populacbes CD3/CD16*/CD56* em cada ensaio; b) a coleta com
anticoagulante EDTA ou heparina, de acordo com o objetivo de cada amostra, se
para avaliacdo do repertorio ou funcional; c) as diferengas metodologicas
empregadas entre ambas as avaliacfes, que incluiu a separacdo das PBMCs
através de gradiente de densidade, das demais populacdes sanguineas, para a
avaliacdo in vitro, além da realizagao de cultura “overnight”; e d) a proliferacdo das
células NK in vitro podem também ter colaborado para as diferencas observadas,

em especial para as células dos pacientes coinfectados pelo HIV-1.

De modo geral, as células NK dos trés grupos clinicos distintos foram capazes
de promover resposta imune de funcao citotdxica frente ao estimulo com a linhagem
celular K562. No entanto, ao serem analisadas as frequéncias de células em
degranulacdo ap6s o estimulo, estas ndo apresentaram diferencas significativas
entre os pacientes avaliados, sendo observada apenas uma tendéncia de reducéo
na sua frequéncia para os pacientes com TB pulmonar monoinfectados, em relacéo
aos demais. Pean et al. (2012) também avaliaram a capacidade de degranulacéo
das células NK na associacdo HIV/TB e observaram que as células NK dos
pacientes com IRIS apresentavam uma frequéncia de degranulacao
significativamente maior do que as células daqueles pacientes HIV/TB que nédo
apresentaram a reacgao paradoxal.

Esse estudo, como previamente discutido, levantou a hipétese de que a
presenca de uma imunidade inata preservada frente ao Mtb antes da submisséo a
CART estaria envolvida no desenvolvimento da IRIS. Uma vez que a cART
reconstitui a resposta imune dos pacientes, a presenca de uma imunidade inata
funcional, com células NK com significativo potencial degranulatorio, poderia
eficientemente participar da ativacédo das células da resposta imune adaptativa, que
por sua vez possui papel de destaque no desenvolvimento da IRIS (Pean et al.
2012). No contexto do presente estudo, a degranulagéo restrita observada para as
células NK, compativel com uma funcdo mais comprometida dessas células, em

conjunto com as restricbes do repertério observadas, poderiam também ser
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associadas a auséncia de casos de IRIS entre os pacientes estudados, observada

no ambito do projeto principal (dados n&o apresentados).

Embora grande parte do aspecto funcional das células NK na defesa contra
células tumorais esteja associado a sua capacidade citotoxica, a producdo de
citocinas também possui seu papel de destaque quanto a modulacdo do perfil da
resposta imune na defesa contra agentes patogénicos (Choreno Parra et al. 2017). A
capacidade de producdo de citocinas pro-inflamatorias pelas células NK,
necessérias a ativacdo de macréfagos contra o Mtb, também foi investigada.

ApoOs estimulo com células K562, ndao foram observadas diferencas
significativas para uma produgcdo de IFN-y ou TNF entre os grupos clinicos
avaliados. No entanto, a producdo de TNF apresentou tendéncia a reducdo em
participantes infectados pelo HIV-1. Além disso, para as células duplo funcionais,
capazes de produzir citocinas e liberar granulos citotéxicos, nenhuma diferenca
estatistica também pdéde ser observada. Os dados encontrados na literatura a
respeito da producdo dessas citocinas sao controversos. Pean et al. (2012),
avaliaram a producdo de IFN-y pelas células NK entre pacientes infectados pelo
HIV-1 com TB que apresentavam manifestacées de IRIS ou ndo, e nenhuma
diferenca foi observada. Ainda, Mavilio et al. (2003) observaram producédo reduzida
de IFN-y pelas células NK de pacientes virémicos infectados pelo HIV-1, em relac&o
agueles avirémicos. Em contrapartida, Alter et al. (2004) observaram producao
elevada de IFN-y e TNF pelas células NK obtidas de participantes soropositivos para
o HIV-1 e virémicos, em detrimento daqueles avirémicos. Tomados juntos, esses
dados levam a crer que a producéo de IFN-y e TNF possa estar sendo impactada

pelas duas morbidades nos individuos incluidos em nosso estudo.

Em suma, ndo foram observadas alteracdes no perfil de receptores expressos
pelas células NK dos participantes coinfectados pelo HIV-1 e com TB ganglionar, em
relacdo aqueles coinfectados com manifestacdo pulmonar da TB, que permitisse a
este estudo identificar sua participacdo na imunopatogenia e desfecho da TBEP. No
entanto, é importante frisar que o numero reduzido de individuos incluidos neste
grupo clinico especifico possa ter atuado como fator limitante aos resultados
alcancados. As células iNKT parecem ter uma participacdo na imunopatogenia da
coinfeccdo, mas ndo no desfecho de TB, uma vez que frequéncias superiores de
células iINKT com perfil NKT17 ativado foi observado entre os participantes com TB
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nao infectados pelo HIV-1. Porém, para as células T yd, a diferenga de frequéncias
observadas entre esses dois grupos clinicos fortalece nossa hipdtese quanto a
participacdo das células da imunidade inata na manifestacdo extrapulmonar da TB.
Essa alteracdo, entretanto, pode ser tanto causa como consequéncia do
estabelecimento do sitio extrapulmonar da infeccdo. Portanto, analises mais
detalhadas quanto a funcédo dessas células sdo necessarias, além da avaliacdo de
outras formas extrapulmonares da doenca, incluindo andlises in situ, e envolvendo
um numero maior de casos serdo necessarios para que as observacfes realizadas

nesse estudo sejam de fato conclusivas.

A impossibilidade da coleta de tecido ganglionar deixa uma lacuna a ser
preenchida em nosso estudo. Esta avaliagdo poderia oferecer maiores
esclarecimentos sobre o escape do Mtb do sitio pulmonar, bem como sobre a
apresentacdo ganglionar de tuberculose, ou ainda, a identificacdo de um
biomarcador poderia auxiliar no diagnostico e manejo clinico dos individuos com
HIV/TB.

E de extrema importancia considerarmos outros fatores que possam
promover impacto ao desfecho da TB em pacientes coinfectados pelo HIV-1.
Recentemente, diversos estudos vém associando mudancas ocorridas na microbiota
pulmonar para o desenvolvimento da TB (Cervantes 2017). Em condicoes
saudaveis, é observado o equilibrio entre a microbiota e a resposta imune do
hospedeiro, promovendo educacdo e modulacdo do sistema imunoldgico.
Entretanto, fatores como diabetes, mal nutricdo, idade e morbidades, sdo capazes
de promover a disbiose e desenvolver inflamacéo (Hong et al. 2016). A infeccdo pelo
HIV-1 promove deplecdo das células T CD4*, além de células da imunidade inata
importantes na apresentagcdo de antigenos, como DCs e macréfagos. Durante os
primeiros anos de infec¢cdo pelo HIV-1, o GALT, que detém cerca de 60% das
células T CD4* de um individuo, é o mais afetado pela imunossupresséo, resultando
no aumento da permeabilidade da barreira intestinal e na translocacdo microbiana
(Nwosu et al. 2014). De fato, a ativagdo persistente do sistema imunoldgico,
resultante da infeccdo pelo HIV-1, é capaz de promover disbiose no intestino
humano (Nwosu et al. 2014). Contudo, uma conexao entre a composicao da
microbiota de diferentes 6rgéos ja foi observada. Em outras palavras, a alteracdo da
microbiota de determinado sitio do organismo € capaz de influenciar no arranjo da

microbiota de outro (Hauptmann & Schaible 2016). Ja foi demonstrado que o
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intestino, maior abrigo de bactérias comensais do organismo, é capaz de impactar a

resposta inflamatoéria no pulméo (Cervantes 2017).

Desse modo, alteragbes das microbiotas intestinal e pulmonar podem
impactar as apresentacdes extrapulmonares de TB em patrticipantes infectados pelo
HIV-1, interferindo com a resposta imune inata. Seria a composi¢cdo da microbiota
pulmonar daqueles individuos que apresentam a forma extrapulmonar de TB,
diferente daqueles que apresentam a forma pulmonar, de forma a permitir o escape
do patégeno? Ainda, até que ponto a composi¢cao da microbiota intestinal é capaz de
influenciar o desfecho da TBEP? Estudos futuros serdo necessarios para elucidar

tais questdes.

101



6 PERSPECTIVAS

Com a finalidade de dar continuidade ao presente estudo, e aprimorar 0S
resultados obtidos, sera realizada a avaliacdo da Média de Intensidade de
Fluorescéncia (MIF) de cada um dos receptores avaliados para as células NK, iNKT

e T yd, entre os grupos estudados.

O recrutamento de participante infectados pelo HIV-1 com TBEP sera
mantido, com o intuito de aumentar o nimero de participantes com TB ganglionar, a
inclusdo de outras formas clinicas de TB extrapulmonar, e especialmente, com a
finalidade de inclusdo de amostras de bidpsias ganglionares, permitindo uma
comparacao entre andlises ex vivo e in situ. Uma maior inclusdo fornecera um
resultado mais robusto, com foco especial para analises das células T yd e seu
envolvimento na imunopatogénese da manifestacdo das formas extrapulmonares de

TB em participantes infectados pelo HIV-1.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados encontrados neste estudo, foi possivel concluir que:

v A infeccdo crbnica pelo HIV-1 impacta o compartimento de células NK,
promovendo reducado na frequéncia dessas células em pacientes com TB;

v' Para as moléculas avaliadas em células NK, nenhuma caracterizacdo de
expressao de receptores com perfil ativador ou inibitorio pdde ser observada nos
grupos clinicos incluidos neste estudo. Portanto, a apresentacdo ganglionar de
tuberculose nos individuos infectados pelo HIV-1 ndo pdde ser associada a um
perfil especifico de células NK;

v Nao foram observadas alteracdes quantitativas para as células iNKT nos
participantes HIV/TB, mas um perfil ativado e de células NKT17 foi identificado
para esses participantes, sugerindo a participacdo das células INKT na
patogénese da coinfeccdo HIV/Mtb;

v As células T yd apresentaram frequéncia reduzida nos participantes
infectados pelo HIV-1, com apresentacdo ganglionar de TB, sugerindo
participacdo dessas células no desfecho clinico de TB;

v' O perfil funcional das células NK demonstrou-se indiferente entre os grupos
avaliados, 0 que sugere a um processo de deficiéncia estabelecido para essas
células tanto na associa¢do HIV/TB como na infeccao pelo Mtb;

v' Com excecdo da alteracdo observada para as células T yd, as demais
diferencas observadas para as células imunes inatas avaliadas foram
consequéncia da infeccdo pelo HIV-1 e ndo se relacionaram a apresentacao

clinica da TB.
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