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RESUMO

CARDOSO-SILVA, P. M. Plasticidade de neutrofilos durante a infeccdo por Mycobacterium
tuberculosis estd relacionada a progressdo da doenca humana. 2017. 99 f. Dissertagdo
(Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo,
Ribeirdo Preto, 2017.

A tuberculose ¢ uma doenca infecciosa, causada pela Mycobacterium tuberculosis (Mth), que afeta
um terco da populagdo mundial, sendo que o hospedeiro infectado pode desenvolver tanto a forma
ativa quanto latente da infec¢do. Juntamente com os macrofagos residentes, os neutréfilos parecem
ser importantes no controle da infeccdo por Mtb e formacdo de granulomas no pulmédo.
Recentemente, alguns estudos estdo quebrando paradigmas sobre os neutrofilos, revelando que em
algumas situacbes como em cancer, essas células podem ser polarizadas para os perfis N1 e N2,
associados respectivamente as respostas anti-tumoral e pré-tumoral. Estas descobertas abriram uma
perspectiva diferente no estudo de infecgdes, inclusive na tuberculose. Assim, a hipOtese deste
trabalho é que a polarizacdo dos neutrofilos nos perfis N1 e N2 pode influenciar o controle da
infeccdo por Mtb, e portanto nosso objetivo foi avaliar como estes diferentes perfis estdo
relacionados com a patogénese da doenca humana. Os neutrdfilos foram isolados a partir de sangue
periférico de 17 voluntarios que ndo apresentavam a infeccdo ativa por Mtb. Estas células foram
polarizadas in vitro com GM-CSF + IFN-y para diferenciagdo no perfil N1 ou com IL-4 + IL-13 +
TGF-B para diferenciagdo no perfil N2. Os neutrofilos polarizados foram caracterizadas por analise
morfolégica, producdo de espécies reativas de oxigénio e expressdo génica. Neutrofilos N1 e N2
foram entdo infectados in vitro por Mth e a capacidade fagocitica e microbicida, bem como a
liberacdo de NETs e a producdo de citocinas foram analisadas. Os neutrofilos de pacientes com
tuberculose ativa foram avaliados quanto a expressdo de genes correlacionados aos perfis N1 e N2 e
estabelecidas correlacbes com a gravidade da doenca. Quando os neutrofilos foram desafiados com
Mtb, o perfil N1 apresenta aumento de IL-8, IL-1-B, IFN-y ¢ a formagdo de NETs. Em contraste, o
perfil de N2 apresentou menor producdo destas citocinas inflamatorias, mas de forma evidente,
aumento de IL-4 e TGF-B. Além disso, na condigdo N2 ndo foi possivel observar a formagdo de
NETs. Curiosamente, avaliando a atividade microbicida, quando os neutrofilos sdo polarizados,
infectados por Mtb e co-cultivados com PBMC, os mediadores liberados por N1 e N2
potencializam a capacidade dos mondcitos em eliminar a micobactéria. Adicionalmente, neutréfilos
de 19 pacientes com tuberculose ativa foram avaliados quanto a expressdo génica, e comparadas a
expressdo dos neutrofilos de individuos ndo infectados. A expressdo dos genes TLR4, LCN2 e
Dectinl estava diminuida em neutrofilos de pacientes com tuberculose e expressdo do gene CCR7
foi correlacionada negativamente com a progressdo da tuberculose, de modo que a maior expresséo
de CCR?7 esta relacionada a menor gravidade da doenca. A expressdo génica também mostrou
diferencas no perfil dos neutréfilos durante as distintas fases de ativacdo por Mtb. Este resultado
reforca a ideia de plasticidade dos neutrofilos de acordo com o microambiente e ajuda a entender
melhor como os subtipos de neutrofilos podem ter diferentes acdes contra Mth. Além disso, indica
que os N2 estdo mais relacionados com a doengca na sua fase mais grave, impedindo a resolucdo
ideal da infeccdo que estaria associada ao perfil N1.

Palavras chave: Neutrdfilos, Mycobacterium tuberculosis, plasticidade, tuberculose.



ABSTRACT

CARDOSO-SILVA, P. M. Neutrophils plasticity during Mycobacterium tuberculosis infection
is related to the human disease progression. 2017. 99 f. Dissertation (Master). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2017.

Tuberculosis is an infectious disease caused by Mycobacterium tuberculosis (Mtb), which affects
one-third of the world's population, and the infected host can develop both active and latent forms
of the infection. Together with resident macrophages, neutrophils appear to be important in the
control of Mtb infection and in the formation of granulomas in the lung. Recently. Some studies are
breaking paradigms about neutrophils, revealing that in some situations such as cancer, these cells
can be polarized to the N1 and N2 profiles, respectively associated with anti-tumor and pro-tumor
responses. These findings opened a new perspective on the study of infections, including
tuberculosis. Thus the hypothesis of this work is that neutrophil polarization in the N1 and N2
profiles may influence the control of Mtb infection, and hence our objective was to evaluate how
these different profiles are related to the pathogenesis of the human disease. Neutrophils were
isolated from peripheral blood of 17 healthy volunteers and 19 patients with active tuberculosis.
Cells from healthy volunteers were polarized with GM-CSF + IFN-y for differentiation in the N1
profile, or with IL-4 + IL-13 + TGF-B for differentiation in the N2 profile. Polarized neutrophils
were characterized by morphological analysis, production of reactive oxygen species, and gene
expression. Neutrophils N1 and N2 were then infected in vitro by Mtb and the phagocytic and
microbicidal capacity, as well as the release of NETs and the production of cytokines were
analyzed. Neutrophils from patients with active tuberculosis were evaluated for expression of genes
correlated to N1 and N2 profiles and established correlations with disease severity. When
neutrophils were challenged with Mtb, the N1 group showed an increase in IL-8, IL-1-f, IFN-y and
formation of NETs. In contrast, the N2 profile reveals a subtle production of these inflammatory
cytokines, but clearly, increased IL-4 and TGF-f. Furthermore, in the (N2) condition it was not
possible to observe the formation of NETSs. Interestingly, evaluating microbicidal activity, when
neutrophils are polarized, infected by Mtb and co-cultured with PBMC, the mediators released by
N1 and N2 potentiate the ability of monocytes to eliminate mycobacteria. On the other hand, gene
expression of neutrophils from patients with tuberculosis showed a decrease in TLR4, LCN2 and
Dectinl genes. CCR7 showed a negative correlation with the progression of tuberculosis, so that the
greater expression of CCR7 is related to the lower severity of the disease. Gene expression also
showed differences in neutrophil profile during the different stages of activation by Mtb. This result
reinforces the idea of plasticity of neutrophils according to the microenvironment and helps to better
understand how neutrophil subtypes may have different actions against Mtb. In addition, it also
indicates that N2 is more related to the disease in its most severe phase, preventing the ideal
resolution of the infection that would be associated to the N1 profile.

Key words: Neutrophils, Mycobacterium tuberculosis, plasticity, tuberculosis.



RESUMEM

CARDOSO-SILVA, M. P. La plasticidad de los neutréfilos durante la infeccién con
Mycobacterium tuberculosis esta relacionado con la progresion de la enfermedad humana.
2017. 99 f. Dissertacion (Maestria). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto de 2017.

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada por Mycobacterium tuberculosis (Mtb), que
afecta a un tercio de la poblacién mundial, y el huésped infectado puede desarrollar tanto la
infeccion activa y latente. Junto con los macrofagos residentes, los neutréfilos parecen ser
importantes en el control de la infeccion por Mtb y formacién de granulomas en los pulmones.
Estudios recientes estdn rompiendo paradigmas sobre los neutrdfilos. Eses revelaron que en algunas
situaciones, como en el cancer, estas células pueden estar sesgados hacia los patrones de N1 y N2
respectivamente asociados a las respuestas antitumorales y pro-tumorales. Estos resultados han
abierto una perspectiva diferente en el estudio de infecciones, incluyendo la tuberculosis. Por lo que
la hipotesis es que la polarizacion de los neutrfilos en N1 y N2 perfiles puede influir en el control
de la infeccion por Mth, por lo que nuestro objetivo era evaluar como estos diferentes perfiles estan
relacionados con la patogénesis de la enfermedad humana. Los neutréfilos se aislaron de sangre
periférica de 17 voluntarios sanos y 19 pacientes con tuberculosis activa. Las células de voluntarios
sanos fueron polarizados con GM-CSF + IFN-y de perfil diferenciacion N1 o IL-4 + IL-13 + TGF-f
para diferenciar el perfil de N2. neutréfilos polarizadas se caracterizaron por el analisis
morfologico, la produccion de especies reactivas del oxigeno y la expresion génica. Los neutrofilos
N1 y N2 se infectaron entonces con Mtb in vitro y fagocitica y la capacidad microbicida, asi como
la liberacion de NET y la produccion de citoquinas se analizaron. Se evaluaron Los neutrdfilos de
pacientes con TB activa para la expresion de genes relacionados con los perfiles de N1 y N2 y
correlaciones establecidas con gravedad de la enfermedad. Cuando los neutréfilos se estimularon
con Mth, grupo N1 tiene una mayor IL-8, IL-1-B, IFN-y y la formacion de los TNE. Por el
contrario, el perfil N2 revela sutil produccion de estas citocinas inflamatorias, pero evidentemente,
el aumento de IL-4 y TGF-B. Ademas, la condicion (N2) no se observd la formacion de los TNE.
Curiosamente, la evaluacion de la actividad microbicida, cuando los neutrofilos son co-cultivaron
con PBMC, la polarizacion celular es de suma importancia para el aumento significativo de la
capacidad de matar las micobacterias. Ya la expresion génica de los neutrdfilos de pacientes con
tuberculosis mostré disminucién de los genes TLR4, LCN2 y Dectinl. EI CCR7 mostrd una
correlacién negativa con la progresion de la tuberculosis, por lo que la mayor parte CCR7 expresion
se asocia con menor severidad. La expresion de genes también mostré diferencias en el perfil de los
neutréfilos durante las diferentes etapas de la activacion de Mtb. Este resultado apoya la idea de
plasticidad de los neutréfilos de acuerdo con el microambiente y ayudar a entender mejor como los
subtipos de neutrofilos pueden tener diferentes acciones en contra de Mth. Ademés, se indica que el
N2 estan més relacionadas con la enfermedad en su etapa mas severa, la prevencion de la resolucion
Optima de la infeccion que se asocié con el perfil N1.

Palabras clave: neutréfilos, Mycobacterium tuberculosis, plasticidad, la tuberculosis.
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1.1 Mycobacterium tuberculosis

O bacilo Mycobacterium tuberculosis (Mth), isolado por Robert Koch em 1882, é
considerado um bacilo Gram-positivo. Sua parede celular possui caracteristicas peculiares
sendo composta por 60% de lipidios, incluindo LAM (lipoarabinomanana) e &cido micdlico
(Collins and Kaufmann, 2001), além disso, € seletiva a uma grande quantidade de substancias.
Essa micobactéria € a responsavel por causar a tuberculose, uma doenca muito antiga que tem
acompanhado a humanidade ao longo de sua evolugdo. Assim como outras doencgas, ao longo
da historia, apesar de exibir momentos de grandes epidemias e depois de recuo nas taxas de
infeccdo, o M. tuberculosis pode ter matado mais pessoas do que qualquer outro patdgeno
microbiano (Daniel, 2006).

Pode-se supor que o género Mycobacterium originou-se a mais de 150 milhdes anos.
Modernas técnicas de genética molecular e sequenciamento do genoma de varias cepas de
Mtb permitiram uma estimativa mais rigorosa do tempo de origem das micobactérias. Esta
estimativa € facilitada pela baixa taxa de mutacdo das mesmas. Desta forma, estima-se que
um progenitor precoce de Mth estava presente na Africa Oriental ha 3 milhdes de anos atras, e
que esses bacilos poderiam ter infectado os primeiros hominideos naquele tempo (Gutierrez et
al., 2005).

Esses dados revelam que desde a antiguidade o bacilo Mth, causador da tuberculose
(TB), tem estado presente na populacdo humana. Fragmentos da coluna vertebral de mimias
egipcias datadas de 2400 a.C. mostram sinais claros de TB (Zink et al., 2001). A doenca
exemplifica um caso de co-evolugdo entre patdgeno e hospedeiro (Hershkovitz et al., 2008) e
levando-se em consideracdo esta mitua adaptacdo, pode-se compreender o carater pandémico
da TB e o motivo pelo qual, na maioria dos casos, se manifesta ap6s um grande periodo de
laténcia. Desta forma, ndo é comum desenvolver a forma ativa da doenca apds o contato

primario com o bacilo.
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1.2. Epidemiologia da tuberculose

A tuberculose ainda é um sério problema de salde publica, com profundas raizes
sociais (Ministério_Da_Saude, 2013). Esta patologia estd intimamente ligada a ma
distribuicdo de renda e aos maus habitos, que favorecem situagdes de maior wulnerabilidade,
como o alcoolismo e tabagismo. A partir do Gltimo relatorio global de TB realizado pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que houve 10,4 milhGes de novos casos de
tuberculose em todo o mundo e que 1,8 milhdes de pessoas morreram de TB no ano de 2015

(Who, 2016).

| 100-199
N 200-299 }
I 300 P &

[ | Nodata
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Figura 1. Mapa ilustrando a incidéncia de casos de tuberculose em 2015.
Estimativa do ndmero de novos casos de tuberculose (todas as formas) por 100 mil pessoas
(Modificado de Global Tuberculosis Control, 2016.
http//apps.who. int/iris/bitstreamy/10665/250441/1/9789241565394-eng.pdf:).

O aumento global da incidéncia da TB alcangou seu pico em 2004 e foi seguido de
uma lenta queda, compensado pelo crescimento da populagdo. O ndmero de casos continua
aumentando anualmente, principalmente nas regides menos desenvolvidas do globo, como
Africa, Mediterrdneo Oriental e Sudeste Asidtico. Entretanto, a histéria de combate a
epidemia por meio da vacinagdo, data de 1921 quando na tentativa de conter o

desenvolvimento da doenca na populacdo humana, Albert Calmette e Camille Guérin


http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/250441/1/9789241565394-eng.pdf:
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desenvolveram a vacina BCG (Bacilo Calmette-Guérrin). A BCG é constituida por cepas
vivas atenuadas do bacilo M. bovis, sendo até os dias de hoje, a Unica vacina contra
tuberculose aprovada e disponivel para a populacdo mundial.

Embora essa vacina seja utilizada em muitos paises, principalmente em regides com
alto indice de TB, a sua eficiéncia é parcial. Desta forma a BCG é recomendada pela OMS em
areas de alta prevaléncia da doenca, sendo capaz de prevenir a forma disseminada da TB, bem
como outras manifestacbes da infeccdo em criancas, como a meningite (Roth et al., 2006;
Setia et al., 2006). No entanto, nos adultos, o indice de prevencdo da TB pulmonar pela BCG
pode variar entre 0% e 80%, de acordo com a populacdo em questdo (Svenson et al., 2010).
Existem estudos em andamento para a composicdo de outras vacinas, baseadas ou ndo no
BCG, mas ainda ndo hd nenhuma que possa substitui-la, ou pelo menos ser utilizada em
associacao para aumentar a sua eficacia (Barker et al., 2009).

Além da disponibilidade de uma vacina contra a TB, existe também a opcéo
terapéutica classica composta pelas drogas Rifampicina, Pirazinamida, Etambutol e
Isoniazida. O uso de antibioticoterapia e a vacinagdo marcaram a historia da infecgdo por
Mtb, sendo responsaveis pela contencdo da epidemia global no século passado. Entretanto, as
dificuldades de acesso a esses medicamento (em algumas localidades), além do abandono da
terapia ap6s a melhora inicial do quadro clinico, estdo entre os principais fatores que fizeram
com que a OMS implantasse um sistema supervisionado de terapia, 0 DOTS (do inglés
Directly Observed Treatment Short-course). Essa orientacdo aumenta a probabilidade de cura
dos doentes, pois garante um tratamento assistido. O DOTS foi responsével por melhoras na
adesdo e éxito na terapia contra a TB, no entanto, ndo evitou que o uso inadequado das drogas
contribuisse na selecdo de cepas multirresistentes (MDR) (Gandhi et al., 2010). Segundo o

Ministério da Salde do Brasil nos casos de TB com cepas resistentes o0 tratamento é
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prolongado, podendo ocorrer durante 24 meses, e apresentar mais efeitos colaterais. O custo
dessa terapia € maior, bem como a sua chance de falhar.

Indicadores epidemiologicos revelaram que em 2015 cerca de 480.000 pessoas
desenvolveram a TB multirresistente (TB-MDR) em todo o mundo, sendo que India, China e
Federagdo Russa respondem por quase metade de todos os casos em nivel global. Estes dados
mostram que a TB-MDR continua a ser uma crise de salde publica.

Além deste cenario ja complexo, a partir da década de 1980, o surgimento da epidemia
de AIDS agravou ainda mais o problema da doenga no mundo. Devido & imunossupressao
enfrentada pelos pacientes HIV positivos, tornam-se evidentes a susceptibilidade a infeccdo e
a reativacdo da TB latente. A tuberculose é uma das principais co-infec¢bes no paciente HIV
+ e que acarreta maior morbidade e mortalidade (Granich et al., 2010). Apds este agravante
na historia da TB, quando 0s casos aumentaram de forma muito significativa, a OMS
estabeleceu na conferéncia ministerial sobre Tuberculose e Desenvolvimento Sustentavel, em
marco de 2000, metas de combate & TB (Saude, 2006). Entretanto, o Ultimo relatério emitido
pela OMS revelou que os paises precisam melhorar as formar de prevencdo, de deteccdo e de
tratamento da doenca com objetivo de cumprir as metas globais. Visto que a queda do
coeficiente de incidéncia entre os anos de 2014 e 2015 foi muito pequena, sendo de apenas

1,5%, ndo atingindo a meta tracada pela Estratégia pelo Fim da Tuberculose.

1.3 A resposta imune na tuberculose

A infeccdo se inicia por meio da inalacdo de goticulas contendo bacilos viaveis por um
individuo doente durante o espirro, tosse ou a fala. A TB acomete principalmente o trato
respiratorio inferior, sendo os pulmdes o primeiro local de estabelecimento dos bacilos,
contudo, podem existir outras formas de TB. A doenca pulmonar ativa é caracterizada pela

dor no petto, tosse intensa e prolongada por mais de trés semanas, com producdo de muco
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com ou sem a presenca de sangue (indicativo de estagio avancado). Segundo a Organizagdo
Mundial da Salde, o paciente ainda pode apresentar episodios de febre, perda de apetite,
palidez, calafrios, cansaco, suores noturnos e emagrecimento (Salde, 2017).

A infeccdo pode ainda, permanecer na sua forma latente, tal fato ocorre com
aproximadamente 90-95% das pessoas infectadas. Esses pacientes com TB latente
permanecem assintomaticos e nao transmitem o bacilo, no entanto sdo caracterizados como
um reservatorio do patdgeno. A permanéncia das altas taxas de incidéncia e prevaléncia da
TB, pode estar associada a infeccdo latente, visto que a qualquer momento, um fator que gere
um quadro de imunossupressdo pode levar a reativacdo da doenca (Kaufmann, 2001).

Nos casos em que a infeccdo assume um carater latente, o bacilo Mtb induz a
formacdo de uma reacdo inflamatéria tipica, onde hd o acimulo de células inflamatorias e da
imunidade adaptativa ao redor do microrganismo, iniciando a formacdo de granulomas,
fenbmeno coordenado principalmente por linfocitos T CD4+ ativados. A formacdo do
granuloma no foco da infeccdo € um dos aspectos clinicos utilizados no diagndstico da TB
pulmonar (Hernandez-Pando et al., 1997; Flynn and Ernst, 2000; Collins and Kaufmann,
2001). O granuloma, posteriormente, é envolto em fibras coldgenas produzidas por
fibroblastos, tal sistema pode restringir a disseminagdo dos bacilos por um longo tempo.
Neste ambiente hostil, com baixos niveis de oxigénio e de nutrientes, o Mtb diminui seu
metabolismo, caracterizando a fase de laténcia da infec¢do (Dheda et al., 2005).

Os bacilos que chegam aos aléolos sdo fagocitados por macrofagos e ceélulas
dendriticas, o que é facilitado por interagdes do patdgeno com diversos receptores presentes
nas células do sistema imune inato. As celulas reconhecem os PAMP’s (Pathogen-Associated
Molecular Patterns) através de Receptores de Reconhecimento de Padrdes (PRR). Além dos
PRRs, outros receptores do sistema imune, como 0 CR3 (Complement Receptor 3), facilitam

a entrada do bacilo opsonizado na célula hospedeira, quando este estd revestido por proteinas
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do sistema complemento, sem ocorrer a ativagdo da maquinaria responsavel pela producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROSs), que possuem atividade bactericida (Taillux et al.,
2003).

Apobs a ativacdo inicial das células residentes pelo Mth, os neutréfilos sdo os primeiros
fagocitos recrutados do sangue para o espaco brénqueoalveolar, onde liberam potentes
mediadores inflamatorios e atuam na resposta contra 0 bacilo (D'avila et al., 2008). O papel
protetor dos neutréfilos durante a resposta imune contra Mtb foi evidenciado a partir de
diversas observacOes clinicas e experimentais, mostrando que estas células podem produzir
reativos do oxigénio e nitrogénio capazes de conter a infeccdo (Brown et al., 1987; Perskvist
et al., 2002). Outro estudo mostrou que existe uma abundante producdo de peptideos
liberados exclusivamente por neutrofilos no sangue de pacientes com TB, tais como HNP-1,
HNP-2, PNH-3 e PNH-4. Essas proteinas apresentam atividade quimiotatica para outros
leucéeitos, como fagdcitos e linfocitos T, contribuindo indiretamente com a atividade
microbicida por ativar a resposta imune celular contra a bactéria (Zhu et al., 2011).

Os neutrofilos podem ainda apresentar um mecanismo microbicida independente da
fagocitose, que ¢é a liberacdo de NETs, ou Neutrophil Extracellular Traps (Drescher and Bai,
2013). Esse mecanismo foi descrito em 2004 por Brinkmann e colaboradores que mostraram
que neutréfilos humanos eram capazes de liberar uma estrutura fibrosa formada de DNA
associada a histonas e a moléculas como elastase, catepsnia G e mieloperoxidase (Brinkmann
et al., 2004). A mieloperoxidase é uma enzima importante que auxilia na liberacdo da elastase
dos grénulos azurdfilos, possibilitando que esta migre até o nlcleo da célula e realize a
degradacdo de histonas, ligadas ao material genético, proporcionando a sua descondensacdo e
a liberacio do DNA (Papayannopoulos et al., 2010). Outro fator importante para esse
processo é a presenca de EROs (Fuchs et al., 2007; Bianchi et al., 2009; Nishinaka et al.,

2011). Experimentos com substancias antioxidantes reforcaram essa ideia, de forma que 0 uso
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de “scavenger” de EROs, mterferéncia na acdo de NADPH oxidase e da mieloperozidase
impedem a liberacdo das NETs (Kirchner et al., 2012; Mohammed et al., 2013; Vorobjeva
and Pinegin, 2016). Esse mecanismo se mostra importante no controle de diversas infeccoes,
em que 0 patdgeno apresenta estratégias de escape do espaco intracelular, como pode ocorrer
no caso da Mtb. Desta forma, essa rede aprisiona muitos tipos de microrganismos, podendo
assim, leva-los a morte, expondo-os a alta concentracdo de substancias microbicidas, ou até
proporcionando a apresentacdo de antigenos para outras células do sistema imunoldgico
(Amulic and Hayes, 2011; Braian et al., 2013). A interacdo entre neutrofilos e Mtb é capaz de
desencadear a formacdo das NETs, assim, embora a micobactéria seja resistente a morte no
interior desse tipo celular esse mecanismo a apreende no meio extra celular e pode levar a sua
eliminagdo (Braian et al., 2013).

No inicio da infeccdo os neutréfilos auxiliam efetivamente na contencdo do parasita,
no entanto, ainda ha a possibilidade de disseminacdo de bacilos vidveis. Caso a infec¢do ndo
possa ser contida, em um primeiro momento, as interacdes entre neutrofilos e demais
fagdcitos podem dirigir a resposta de células T, podendo assim, determinar o resultado clinico
e imunoldgico da infeccdo (Dorhoi and Kaufmann, 2014). Assim, temos que a resposta pode
ser rapida e eficaz controlando a replicacdo da micobacteria ou entdo pode ser insuficiente,
levando a uma inflamacdo exacerbada e a progressdo da doenca. Portanto, na fase avancada
da TB os neutrdfilos podem contribuir para a patologia, mas também podem representar um
mecanismo compensatério do hospedeiro, em face a replicacdo bacteriana descontrolada
(Lowe et al., 2012).

Alguns estudos sugeriram o papel negativo dos neutrofilos na patogénese da
tuberculose. Em linhagens de camundongos geneticamente  suscetiveis  infectados
experimentalmente e em pacientes com tuberculose ativa, foi mostrado que a insuficiéncia

respiratoria e mortalidade estavam associadas a um aumento do ndmero de neutréfilos no



CARDOSO-SILVA, P. M. 9

Introducao

sangue (Barnes et al., 1988; Eruslanov et al., 2005; Keller et al., 2006). A abundancia de
neutrofilos em casos de infeccdo avancada estd associada a liberacdo de mediadores que
podem causar danos ao tecido se ndo forem rigorosamente controlados (Eum et al., 2010;
Marzo et al., 2014).

Uma descoberta recente mostrou que o IFN-y é capaz de mibir a produgdo de IL-17
por células T CD4+, prejudicando a sobrevivéncia de neutrdfilos, muito embora contribua
para 0 aumento dos mesmos no sitio infeccioso. Tal fato acarreta em um aumento da
inflamacdo do pulmdo e a progressdao da doenca. Desta forma, a neutrofilia durante a TB pode
indicar falha na resposta inflamatdria ou a perda da capacidade de resposta ao IFN-y (Nandi
and Behar, 2011; O'garra et al., 2013).

Classicamente a resposta imune eficaz contra Mtb é associada ao predominio do
padrdo TH1 sobre o padrdo TH2 de resposta no hospedeiro. Interessantemente, alguns autores
tém descrito a participacdo de células que comumente seriam relacionadas a processos
alérgicos e/ou na eliminacdo de helmintos, produtoras de citocinas TH2, participando da
resposta imune conta o bacilo (Ashenafi et al., 2014). Assim, evidéncias crescentes sugerem
que um equilibrio Thl / Th2 é crucial para controlar a progressdo da tuberculose ativa. A IL-
12, IFN-y ¢ TNF-a contribuem para a indu¢do de protecdo mediada por Thl em TB, ao passo
que o aumento dos niveis de IL-10 promovem o desenvolvimento de uma resposta de Th2. A
IL-10 antagoniza com as citocinas pré-inflamatérias, reprimindo a inflamacdo exacerbada e
levando ao reparo tecidual (Dorhoi and Kaufmann, 2014).

Semelhante a dicotomia Thl e Th2 de polarizagdo das células T, os macréfagos podem
ser polarizados no microambiente para montar respostas M1 e M2 (Biswas and Mantovani,
2010). Produtos microbianos como o LPS, ou o IFN-y da resposta imune do hospedeiro séo
capazes de ativar os macrofagos, induzindo a polarizacdo classica para o padrao M1. Nessa

ativacdo, os macrofagos se tornam potentes efetores que matam microrganismos intracelulares
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e produzem grandes quantidades de citocinas pro-inflamatorias (Sica, A and Mantovani, A,
2012). Em contraste, a ativacdo alternativa de macrofagos M2 é bem diversa, mas em geral,
esta envolvida na resposta Th2. Tal ativacdo atua na imunorregulacdo, o encapsulamento, a
contencdo de parasitas, além de promover a reparacdo tecidual, remodelacdo e progressdo de
tumores (Sica, A. and Mantovani, A., 2012). Tal polarizacdo foi bem descrita nessas células e
recentemente novos estudos quebram paradigmas também em relacdo aos neutrdfilos. Estes
estudos revelaram que estes granulocitos apresentam plasticidade e que também podem
apresentar diferentes fendtipos de acordo com o microambiente (Mantovani et al., 2011).
Fridlender et al. (Fridlender et al., 2009) forneceu evidéncias para a existéncia da
polarizacdo dos neutrofilos associados a tumores, N1 (antitumoral) e N2 (prdé-tumoral)
(Figura 2). Em analogia a polarizacdo que ocorre em macréfagos M1 e M2. Em alguns casos
de neoplasia os neutréfilos adquirem diferentes fendtipos, podendo auxiliar na contencdo das
células cancerigenas e na rejeicdo tumoral (N1) ou propiciar o crescimento tumoral, invaséo e
metastase (N2) (Piccard et al., 2012). A ideia de diferentes fen6tipos de um tipo celular
coexistir no decorrer do céncer ndo estava esclarecida e havia muitas controvérsias se a
polarizacio N1 e N2 ocorriam concomitantemente. Estudos recentes revelam que existe
subpopulacdes de neutrofilos na corrente sanguinea e que as mesmas possuem proporgdes de

ocorréncias diferentes de acordo com a progressdo da doenca (Sagiv et al., 2015).
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Figura 2. A origem e a diferencia¢do de células tumorais derivadas de células mieldides.
Retirado de (Fridlender et al, 2009 (Fridlender et al., 2009)), baseado em (Murdoch et
al., 2008 (Murdoch et al., 2008)) e (Gabrilovich and Nagaraj, 2009 (Gabrilovich and
Nagaraj, 2009)).

Os novos achados sobre a plasticidade e a dindmica dos neutrofilos em casos de cancer
revelam uma perspectiva no estudo da infeccdo por Mtb e progressdo para a doenca ativa. A
M. tuberculosis proporciona uma diferente ativacdo e modulacdo na polarizacdo dos

macrofagos (Lugo-Villarino et al., 2011), no entanto, ndo ha registro da infléncia da

polarizacdo dos neutrdfilos no controle da tuberculose.
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2.1 Objetivo Geral
Determinar como a polarizacdo nos perfis N1 e N2 pode influenciar a funcdo efetora dos neutrdéfilos
para o controle da infeccdo in vitro por M. tuberculosis, e por meio de amostras clinicas, buscar

correlacbes entre a plasticidade dessas células com a progressdo da tuberculose humana.
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Para determinacdo de como a polarizacdo de neutrofilos in vitro modula a resposta contra
Mtb, neutréfilos foram obtidos do sangue periférico de individuos controle, polarizados in vitro nos
perfis N1 e N2, e infectados. A partir destas células foram:

1. Caracterizadas fenotipicamente as populagcdes polarizadas quanto sua morfologia e fungéo

2. Avaliadas as capacidades fagocitca e microbicida dos neutrofilos N1 e N2

3. Avaliada a capacidade das células N1 e N2 formar NETSs

4. Quantificados os mediadores da resposta imune liberados pelos neutrofilos em cultura,
como citocinas e quimiocinas.

Para a busca das correlagdes em amostras clinicas, neutrofilos foram obtidos do sangue
periférico de pacientes com tuberculose ativa.

1. Foi avaliado o perfil de expressdo génica em relacdo aos neutréfilos de individuos
controle.

2. Foi realizada a correlagdo da expressdo génica com a gravidade da doenca.

3. Foi correlacionada a expressdo de genes relacionados aos diferentes perfis de ativacéo
com 0 os resultados obtidos no modelo de polarizagdo nos perfis N1 e N2 e infecgdo in vitro M.

tuberculosis.
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Obtencao do sangue dos voluntarios: controles ndo apresentando doenca ativa
pacientes com tuberculose

T
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Figura 3 - Representacdo esquematica do delineamento experimental realizada durante o
estudo: Foram coletados 10 mL de sangue periférico de doadores saudaveis e com tuberculose. As
amostras passaram por uma separacdo celular em que os neutrdfilos foram isolados através do
gradiente de densidade de Percoll. Os neutréfilos provenientes dos pacientes com tuberculose e de
voluntarios do grupo controle seguiram para os ensaios de gPCR. Uma segunda etapa do estudo
consistiu em polarizar os neutrofilos de voluntarios do grupo controle, através da incubacdo por 30
minutos com as citocinas N1(GM-CSF e IFNy) e N2 (II-4,IL-13 e TGF-B) ¢ promover a infecgdo
por M. tuberculosis (MOI 1:5) avaliando a atividade fagocitica e microbicida além liberagdo de
NET’s e quantificagdo das citocinas. Anteriormente a infecgdo, as células polarizadas foram
caracterizadas quanto a morfologia nuclear e funcéo.
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4.1 Casuistica

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP (CAAE: 44390815300005403 — ANEXO 1) e (CAAE:
56443016800005403 — ANEXO II). Os pacientes com tuberculose foram recrutados pelo Hospital
das Clinicas de Ribeirdo Preto e pelo Centro de Salde Escola de Ribeirdo Preto. Todos os
voluntarios que participaram do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(ANEXO IlI) previamente aprovado pelo Comité de Etica, permitindo a coleta de 10 mL de sangue
periférico para o isolamento dos neutrofilos e realizacdo dos experimentos.

Os experimentos in vitro contaram com o total de 17 voluntarios doadores de sangue, que
ndo apresentavam doenca ativa.

Para as andlises de correlagdo com dados clinicos, outra coorte foi avaliada. Foram coletadas
amostras do sangue periférico de pacientes com tuberculose ativa (n=19), grupo APTB (Pacientes
com tuberculose ativa) e voluntarios que ndo apresentavam a doenca ativa (n=29), 0s quais
compuseram 0 grupo controle (CTRL). Para todos os ensaios os doadores tinham entre 18 e 65

anos, de ambos 0s géneros e ndo apresentavam infecgdo por HIV.

4.2 Isolamento dos neutrofilos

O sangue periférico foi coletado com tubos Vacutainer contendo heparina (BD Bioscience,
Franklin Lakes, USA) e centrifugados por 10 minutos a 400 g em temperatura ambiente. A por¢do
celular foi aplicada sobre um gradiente de densidade de Percoll (GE Healthcare, Uppsala, Sweden)
formado por duas concentragdes (1,080 e 1,095 g/mL ) e centrifugado por 30 minutos & 600 g &
21°C. A porcdo de células polimorfonucleares foi coletada na interface dos gradientes e lavadas
com tampdo fosfato salinas (PBS). A viabilidade e o nimero de células foram obtidos através do

Trypan Blue (Gibco, Grand Island, USA).
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4.3 Polarizacado para o perfil N1e N2

Para a polarizagdo dos neutrofilos foram utilizados meios condicionados com citocinas,
preparados em meio RMPI (Gibco, Grand Island,USA). De forma que para o perfil N1 foram
utilizados GM-CSF (20ng/mL) e IFN- y (10ng/mL), e para o perfil N2 IL-4 (20ng/mL), IL-13
(50ng/mL) e TGF-B (10ng/mL). As escolhas das citocinas foram baseadas nos trabalhos de
Fridlender e Mantovani (Mantovani et al., 2004; Fridlender et al., 2009). Antes de todos 0s
experimentos in vitro os neutrofilos foram incubados com seu respectivo estimulo por 30 minutos, a

37°C, com 5% de CO,.

4.4 Analise morfologica

Os neutréfilos foram estimulados por 20 horas com os meios condicionados para a
polarizacdo e ap6s esse tempo 50 uL das amostras foram depositadas em laminas, estas por sua vez
foram centrifugadas em Cytospin a 500 rpm por 3 minutos. As laminas foram coradas com Pandtico
(Laborclin, Parana, Brazil) e a observacdo da morfologia celular foi realizada através do
microscopio Optico (Leica CTR 5000, DM 5000B, Germany) no aumento de 400x e fotografada por

meio do software LAS.

4.5 Producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)

Apb6s a polarizagdo dos neutrdfilos, a producdo de EROs foi analisada em resposta a
estimulacdo de PMA 107 mol L't (forbol 12-miristato 13-acetato) (PMA-Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA). A reacdo de quimioluminescéncia foi monitorizada atraves do lumindmetro (AutoLumat
Plus LB 953 EG & G Berthold), durante 1 hora, a 37°C na presenga de 100 um de luminol Lt
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e os dados foram recuperados a partir da contagem de fotons por

minuto (cpm). Os resultados foram expressos como &rea sob a curva de quimioluminescéncia.
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4.6 Crescimento bacteriano e estimulacdo dos neutrofilos

A cepa H37Rv de M. tuberculosis (American Type Culture Collection, Rockville, MD)
armazenada a -70°C foi repicada em meio liquido Mildebrook 7H9 enriquecido com Mildebrook
ADCTM (BD Biosciences, Sparks, USA) e incubadas a 37°C, com 5% de CO, por onze dias até o
crescimento bacteriano atingir turbidez correspondente & escala padrdo de McFarland n°1 (1,0 x 10’
micobactérias/mL). A cultura foi entdo centrifugada a 3500rpm por 20 minutos e o pellet
ressuspendido em PBS estéril, mantendo sempre a concentracdo de 1,0 x 10 micobactérias/mL.
Desta suspensdo 100 pL foi diluido, por meio de uma diluicdo seriada, para avaliar a viabilidade
das micobactérias bem como confirmar o estabelecimento da concentragdo através da escala padrdo
de McFarland n°l. Para a infeccdo in vitro as amostras de micobactérias foram submetidas a
agitacdo com pérolas de vidro estéreis para desfazer grumos e utilizadas nos experimentos em um

MOl de 15.

4.7 Quantificagdo de citocinas liberadas no sobrenadante de cultura

A produgdo de citocinas pelos neutrofilos polarizados estimulados ou ndo com Mtb foi
analisada. Um total de 2x10° células foram polarizadas com os respectivos meios condicionados
(N1 ou N2) durante 30 minutos a 37°C, 5% de CO,. O sobrenadante foi removido e as células foram
lavadas com PBS estéril para total retirada das citocinas recombinantes. Em seguida, os neutréfilos
foram incubados com uma suspensdo de Mtb (MOI = 5) durante 24 horas, a 37°C, 5% de CO,. O
sobrenadante foi recolhido, congelado e as citocinas foram quantificadas posteriormente. Utilizou-
se ensaio imunoenzimatico — Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) para quantificar
TGF-B e IL-8 (R&D Systems, Minneapolis, EUA) seguindo as instrugdes do fabricante. J& as
citocinas IL1-B, IFN-y e IL-4 foram quantificadas pela plataforma personalizada multiplex (16 plex,

EMD Millipore Corporation, Billerica, Massachusetts, EUA) e seguiram as instrucdes do
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fabricante. Apoés incubacdo com as microesferas magnéticas fluorescentes revestidas com
anticorpos de captura especfificos para as citocinas listadas acima, as amostras foram avaliadas num
instrumento  baseado em fluorescéncia (Luminex® MAGPIX® System, Luminex Corporation,
Austin, Texas, EUA). Os dados adquiridos pelo Luminex foram analisados utilizando-se o software
Milliplex Analyst v3.5 (Millipore, VigeneTech Inc., Boston, Massachusetts, EUA) e uma curva

logistica de trés parametros.

4.8 Atividade fagocitica e microbicida das culturas de neutrofilos

Os neutréfilos (2x10°) foram distribuidos em 2 placas com 96 pogos, tratados com meio
condicionado N1 ou N2 durante 30 minutos e depois incubados com Mth (MOI = 5) durante 30
minutos a 37°C, 5% de CO,. Apos esse tempo, 0 sobrenadante foi recolhido e ambas as placas
foram lavadas duas vezes com RPMI-I a temperatura ambiente para remoc¢do das bactérias ndo
fagocitadas. Em seguida, adicionou-se a placa de fagocitose uma solugdo de saponina 0,05%
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) a fim de lisar as células e possibilitar a libertacdo de bactérias
fagocitadas no sobrenadante. Subsequentemente, adicionou-se resazurina (1 mg/mL) e a placa foi
incubada a 37 °C, com 5% de CO; durante 24 horas. A placa foi lida no equipamento
espectrofluorimetro  (Paradigm SpectraMax, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA) com
excitacdo a 560 nm e emissdo a 590 nm. Os resultados s@o expressos em RFU (unidades de
fluorescéncia relativa).

A segunda placa foi utilizada para avaliar a atividade microbicida. Apds a remogdo das
bactérias ndo fagocitadas, adicionou-se a placa 200 puL de meio RPMI suplementado com 5% de
SBF (Soro bovino fetal). Ap6s adicionais 2 horas de incubacdo em estufa a 37 ° C com 5% de COy,
tempo sufuciente para que ocorra a atividade microbicida, o meio foi removido e foi adicionada
uma solucdo de saponina (0,05%) para lise das células e libertacdo de bactérias que permaneceram

vivas apos a atividade microbicida. Subsequentemente, adicionou-se resazurina (1 mg/mL) e a placa
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foi incubada a 37 °C com 5% de CO, durante 24 horas e a placa foi analisada em
espectrofluorimetro. A quantidade de bactérias durante o tempo de fagocitose (30 minutos apds a
infeccdo) e a atividade microbicida (2 horas ap6s a infecgdo) foram quantificadas indiretamente
através da metabolizacdo da resazurina em resorufina pelas micobactérias viaveis. A resazurina
apresenta uma coloracdo roxa e quando metabolizada pelas mitocondrias das bactérias, apresenta-se
na forma de resorufina, com coloracéo rosa.

A atividade microbicida foi obtida por deducdo através da fluorescéncia apresentada pela
placa que ficou incubada por 2h (correspondendo a bactérias que sobreviveram a atividade
microbicida dos neutrofilos), da fluorescéncia da placa que ficou incubada durante 30 minutos
(correspondendo a quantidade de bactérias fagocitadas). Para a porcentagem de morte, o célculo
considerou os dados de RFU da fagocitose como 100%. Para o calculo da quantidade de bactérias
mortas foi realizada uma subtracdo do resultado em RFU da fagocitose pelo resultado, também em

RFU, adquirido da placa de atividade microbicida.

49 Atividade fagocitica e microbicida da co-cultura de neutrdfilos e
polimorfonucleares (PBMC).

Os neutréfilos (2x10°) foram distribuidos em 2 placas com 96 pocos, tratados com meio
condicionado N1 ou N2 durante 30 minutos e depois incubados com Mtb (MOI = 5) durante 30
minutos a 37°C, com 5% de CO,. Ap6s este tempo foram adicionados 2x10° células mononucleares
do sangue periférico (PBMC), do mesmo doador, a cultura de neutréfilos e esta co-cultura foi
incubada durante mais 2 horas a 37°C, 5% de CO,. Apds 2 horas, o sobrenadante foi recolhido e
ambas as placas foram lavadas duas vezes com RPMI-I a temperatura ambiente para remover as
bactérias que ndo foram fagocitadas. Em seguida, adicionou-se & placa de fagocitose uma solucdo
de saponina 0,05% (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) para que as células fossem lisadas e assim as

bactérias fagocitadas seriam liberadas no sobrenadante. Subsequentemente, adicionou-se resazurina
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(1 mg/mL) e a placa foi incubada a 37 °C e 5% de CO, durante 24 horas. A placa foi analisada
através do espectrofluorimetro (Paradigm SpectraMax, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA)
com excitagdo de 560 nm e emissdo de 590 nm. Os resultados séo expressos em RFU (unidades de
fluorescéncia relativa).

A segunda placa foi utilizada para avaliar a atividade microbicida. Assim, ap6s a remocao de
bactérias ndo fagocitadas, adicionou-se novo meio RPMI a cultura, mais 5% de SBF e as células
foram incubadas durante mais 22 horas, 0 tempo necessario para ocorrer a atividade microbicida.
No final deste periodo, o meio foi removido e foi adicionada uma solucdo de saponina (0,05%) para
lise de células e libertacdo de bactérias que permaneceram vivas apds a atividade microbicida.
Subsequentemente, adicionou-se resazurina (1 mg/mL) e incubou-se a placa a 37 °C e 5% de CO;
durante 24 horas ap0s esse periodo a placa seguiu para analise no espectrofluorimetro. A quantidade
de bactérias presentes no ensaio de fagocitose (2 horas apds a infeccdo) e da atividade microbicida
(24 horas ap6s a infecgdo) foi quantificada indiretamente através da metabolizagdo da resazurina em
resofurina pelas micobactérias viaveis. A atividade microbicida foi obtida por deducdo através da
fluorescéncia apresentada pela placa incubada por 24h (correspondente a bactérias que
sobreviveram a atividade microbicida dos mondcitos) da fluorescéncia apresentada pela placa
incubada por 2 horas (correspondendo a quantidade de bactérias fagocitadas). Para a porcentagem
de morte, o célculo foi feito considerando os dados de RFU de fagocitose como 100% e 0s
resultados da atividade microbicida foram subtraidos desta relacdo a fim de se obter a percentagem

de bactérias mortas.
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4.10 Visualizacdo das NETSs.

Os neutrdfilos foram adicionados a uma placa de cultura de 24 pocos contendo laminulas de
vidro estéreis de 13 mm de didmetro (Knittel Glass, Braunschweigi, Alemanha) no fundo e
previamente tratadas com 0,01% de poli-L-lisina (Sigma-Aldrich, St. Louis). As células foram
estimuladas com PMA (0,162 umol L-1) ou Mtb (MOI = 5) durante 4 horas, a 37°C, com 5% de
CO,. Para o controle negativo, alguns pocos foram tratados com DNAse | (100U/mL) (Invitrogen,
Califérnia, EUA) antes da infeccdo bacteriana para prevenir a formacdo de NETSs. Depois disso, as
celulas foram fixadas com paraformaldeido 4% (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) a temperatura
ambiente, durante 10 minutos, apds esse procedimento as células foram permeabilizadas com 0,5%
de Triton X-100 (Sigma-Aldrich , St. Louis, EUA), durante 5 minutos. Em seguida, a placa foi
submetida a lavagens e a etapa de bloqueio, durante 30 min com BSA 3% (Albuminas de soro
bovino, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) em estufa a 37°C. Subsequentemente os neutrofilos foram
incubados com os anticorpos primérios Anti-Neutrophil elastase Rabbit e anti-histona H1 mouse
(Abcam, Cambridge, EUA) durante 18 horas a 4°C, todos os anticorpos foram diluidos 150 vezes
em solucdo de PBS + 0,25% Tween 20 + 3% BSA (Acros Orgaics, New Jersey, USA). Apos essa
primeira marcacdo as células foram lavadas trés vezes com 300uL da solugdo de lavagem PBS +
0,25% Tween 20 + 3% BSA e em seguida, iniciou se o tratamento com 0s anticorpos secundarios
donkey anti-rabbit 1gG Alexa Fluor 488 e rat anti-mouse 19gG2 Alexa Fluor 647 (Abcam,
Cambridge, EUA), durante 1 hora a temperatura ambiente ao abrigo da luz, esses anticorpos foram
diluidos 1000 vezes na mesma solucdo de lavagem. Passado o tempo de incubacdo as células foram
submetidas a mais uma lavagem e foram incubadas com DAPI, diluido 1000 vezes com PBS (Life
Technologies, Eugene, EUA), por 10 minutos a 37°C. Por fim os pocos foram novamente lavados e
as laminas foram montadas utilizando Mounting Medium (DAKO, Califérnia, EUA). As células
foram analisadas em microscopio confocal de escaneamento a laser (Leica, TCS SP8), e o software

LAS (Leica Application Suite) foi utilizado para a aquisicdo de imagem. A analise microscépica foi
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realizada no equipamento multiusuario da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto

com o auxilio técnico de Eduardo Tozzato.

4.11 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Os neutrdfilos isolados a partir do sangue periférico foram lavados duas vezes com PBS e o
sedimento celular armazenado a -80°C até ao momento da extragdo do mRNA. Para esta etapa, 0
material foi descongelado a temperatura ambiente, foram adicionados 750 pL de TRIZOL
(Invitrogen, Carlsbad, EUA) e 250 uL de PBS a cada amostra, seguido por adicdo de 200 uL de
cloroformio e 10 pL de glicogénio e agitacdo leve por inversdo. As amostras foram centrifugadas a
17500 g, 4 °C durante 15 minutos e o RNA foi recuperado da fase aquosa por precipitagdo com
alcool isopropilico. As amostras foram incubadas durante toda a noite a -80°C e depois
centrifugadas a 17500 g, 4°C durante 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e para melhor
obtencdo do RNA, adicionou-se 200 pL de cloroformio ¢ 500 pL de alcool isopropilico e as
amostras foram sujeitas a uma nova centrifugacdo. O MRNA obtido foi lavado uma vez em etanol
70% e centrifugado a 17500 g, 4°C durante 15 minutos e ressuspendido em 30uL de &gua livre de
endonuclease.

Apos a extracdo, 0 mMRNA foi tratado com DNAse pelo kit TURBO DNA-free (Ambion,
Carlsbad, EUA). O material obtido foi quantificado utilizando um Nanodrop 1000 (Thermo
Scientific, San Jose, California, EUA). Para realizar a PCR em tempo real, 1080 ng de cada mRNA
foi traduzido em cDNA utilizando o kit High Capacity cDNA Archive (Appied Biosystems, Foster
City, EUA). Assim, 0 mRNA foi incubado com 3 pL de tampao 10X, 1,2 pL de mistura de dNTP, 3
uL de miciadores aleatorios 10X e 1,5 uL da enzima MultiScribe Reverse transcriptase (50 U/uL),
mais agua livre de endonucleases para completar o volume de 40 pL. A reacdo foi realizada em

termociclador num ciclo de incubacdo por 10 minutos a 25 °C, 2 horas a 37 °C e 5 minutos a 85 °C.
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4.12 Anélise da expressao génica - PCR em tempo real

A expressdo genética foi determinada por PCR em tempo real. Os primers utilizados foram
determinados de acordo com sua presenca em estudos celulares, seguindo a literatura, bem como
disponibilidade. Desta forma, foram observadas a expressdao de dez genes IP10, CCR7, Dectina-1,
TLR4, LCN2, ALOX15 e GAPDH, sendo este Ultimo um gene constitutivo. Utilizou-se a Placa
TagMan Array de 96 pocos StepOnePlusTM Fast (Applied Biosystems, Foster City, EUA) e fez-se
a reacdao de amplificacdo adicionando 30 ng de cDNA por po¢o de cada amostra. A reacdo de PCR
ocorreu no equipamento StepOnePlusTM (Applied Biosystems, Foster City, EUA) e condicdes de
amplificagcédo: 20 segundos a 95 °C seguido por 40 ciclos de 3 segundos a 95 °C e 30 segundos a 60

°C.

4.13 Correlacdo entre a gravidade da tuberculose e a expressdo génica de neutréfilos
de pacientes

Os pacientes com tuberculose foram classificados em trés grupos de acordo com a extensdo
da doenca observada nos respectivos exames radioldgicos. A classificacdo seguiu 0s critérios
adotados por Abakay e colaboradores (Abakay et al., 2015).

Assim, as lesdes foram consideradas minimas (estadgio 1), quando ndo havia evidéncia de
cavitacdo, a densidade tecidual foi classificada como leve ou moderada, e localizacdo acima da
segunda juncdo condrosternal. Além disso, estas lesbes da fase 1 envolveram apenas um Unico
segmento de um ou ambos 0s pulmdes e a extensdo das lesdes combinadas ndo excedeu o volume
de um Unico pulmido. Na doenca moderada (fase 2), as lesbes eram densamente confluentes, mas a
area ocupada por essas lesdes ndo poderia ocupar mais de um terco do volume de um pulmdo. Além
disso, o diametro total da cavitagdo ndo excedeu 4 cm em pacientes classificados nesta fase.
Pacientes com doenca avancada (estagio 3), apresentaram lesGes que foram de extensdo superior a

definida na doenca moderada.
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4.14 Estimulacdo de neutrdfilos através do plasma de pacientes com tuberculose

Os neutr6filos (1x107) de voluntarios saudaveis foram incubados durante 4 horas, a 37°C,
com 5% de CO3, com 200 pL de plasma de pacientes com tuberculose. O plasma utilizado nesses
ensaios provinha dos pacientes que apresentavam doenca avancada (estagio 3), seguindo a mesma
classificagdo descrita no item 4.13. Ap6s o periodo de incubacdo, o sobrenadante foi removido e as
técnicas de extracdo de RNA e andlise da expressdo génica descritas nos itens 4.11 e 4.12,
respectivamente, foram iniciadas. No final, trés grupos distintos de neutrofilos saudaveis foram

estimulados com um pool de oito diferentes plasmas.

4.15 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 5.0 (Graph-
Pad Software, San Diego, CA, EUA). A significancia estatistica foi feita utilizando a analise de
variancia de uma via e a comparacdo entre os grupos foi realizada utilizando Turkey post test. Para
a andlise e comparacdo da expressao génica entre 0 grupo controle e pacientes com tuberculose,
utilizou-se o teste de Mann-Whintney e as correlacbes com lesdo pulmonar foram realizadas pela

analise de correlacdo de Rank de Spearm. Valores de p< 0,05 foram considerados significativos.
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5.1 A polarizacdo dos neutrofilos induz diferencas na morfologia nuclear e na atividade
metabdlica

Para observar os efeitos dos meios de condicionamento N1 e N2 na morfologia dos
neutrofilos, em nossas condicbes experimentais, tratamos as células e analisamos por microscopia
Optica sua morfologia nuclear. A Figura 4A evidéncia que na condicdo basal (NO), quando os
neutréfilos ndo estavam passando por nenhum tratamento, eles apresentam o nlcleo mais
segmentado. Figura 4 D revela um zoom nesta mesma condicdo NO realizada pelo software de
aquisicdo de imagem. Quando os neutrofilos foram condicionados com meios N1 (Figura 4B e
zoom na Figura 4E) eles possuiram, em sua maioria, um nlcleo segmentado, enquanto o subtipo N2
(Figura 4C e zoom em 4F) revelou um ndcleo circular, uma morfologia muito distinta daquela
exibida por NO e N1.

Além disso, para entender se nossas condicdes de polarizacdo também afetariam a atividade
dessas ceélulas, avaliamos sua capacidade de produzir espécies reativas de oxigénio (EROs). A
Figura 4-G mostra que o meio condicionado promoveu uma diferenciacdo no perfil dos neutréfilos.
Nas condicGes basais, N1 é capaz de liberar niveis elevados de EROs, enquanto NO e N2 ndo sdo
produtores dos radicais livres analisados neste trabalho. Além disso, quando estimulamos com
PMA, que é um estimulo potente para a libertacdo deste mediador, observamos que NO bem como
N1 sdo capazes de libertar EROs. Ja o perfil N2 se mostra mais refratarios ao estimulo e continuou

a produzir baixos niveis de EROs.
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Figura 4: Caracterizacdo dos neutrdfilos polarizados revelaram diferencas na morfologia
nuclear e na atividade metabdlica. Fotografia de microscopia Optica mostra o0s neutrofilos
polarizados A-NO, B-N1 e C-N2. Essas células foram submetidas a 20 horas de estimulacdo, ap6s
esse periodo 50 pL das amostras foram transferidas para ldminas de vidro, estas por sua vez foram
centrifugadas em Cytospin a 500 rpm por 3 minutos. As laminas foram coradas com Pandtico
(Laborclin, Parana, Brazil) e a observacdo da morfologia celular foi realizada através do
microscépio optico (Leica CTR 5000, DM 5000B, Germany) no aumento de 400x e fotografada por
meio do software LAS. Ampliacdo original, x400. As imagens D, E e F correspondem
respectivamente aos grupos NO, N1 e N2 e estes foram obtidos através de um corte e aumento de
450% da imagem original. G. Os neutr6filos foram polarizados com seu respectivo estimulo por 30
minutos, apoOs essa incubacdo foi analisada a producdo de espécies reativas de oxigénio de cada
subtipo celular com estimulos PMA (107" mol L) ou ndo. O ensaio ocorreu ao longo de uma hora
no equipamento do lumindmetro e foi registada em fétons por minuto. O grafico foi construido a
partir de quatro experimentos independentes e mostra os valores de quimioluminescéncia pela area

sob a curva. 133x73mm (300x300 DPI).
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5.2 Analise da expressao génica apresentada por neutrofilos polarizados in vitro para
0s perfis N1 e N2

Buscamos caracterizar os diferentes perfis de neutrofilos por meio da expressdo génica.
Desta forma, avaliamos a expressdo génica de neutrdfilos polarizados in vitro de doadores
saudaveis.

Com os resultados da figura 5 podemos observar tendéncias importantes sobre tais células.
De modo que, o grupo N2 apresentou menor expressdao de LCN2 e Dectina-1, assim como um sutil
aumento de CCR7. Ja os neutrofilos polarizados para o perfil N1 apresentaram um padrdo oposto
ao grupo N2, revelando um aumento na expressdo dos genes LCN2 e Dectin-1. Embora o0s
resultados ndo tenham apresentado diferencas estatisticas significativas eles foram suficientes para
revelar que essas células sdo capazes de expressar TLR4, LCN2, DECTIN-1, ALOX15, IP-10 e
CCRY.

Esses resultados ainda revelaram o quanto a caracterizagdo das diferentes subpopulacGes de
neutrofilos ajuda a definir melhor o perfil dessas células e ird auxiliar no entendimento de qual tipo

celular é predominante em pacientes com tuberculose.
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Figura 5. Andlise da expressdo génica das populacdes de neutréfilos diferenciadas in
vitro com 0s meios condicionantes para N1 e N2. Os neutrofilos de voluntarios saudaveis foram
incubados com seus respectivos estimulos (@, N1 e N2) durante 4 horas ap0s esse periodo a
expressdo génica foi analisada para comparar as diferencas entre os perfis N1 e N2. Todos os
valores apresentados estdo descontados do gene constitutivo (GAPDH) e da expressdo relativa
amostrada pelo grupo de referéncia NO. Todos os dados foram analisados pelo teste néo-

parametrico de Mann-Whitney, com significancia p <0,05.
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5.3 Os neutrdfilos polarizados e infectados por M. tuberculosis revelaram diferencas na
resposta imune

Mostramos que em nossas condicbes experimentais, os neutréfilos polarizados possuem
morfologia e atividades metabdlicas distintas. Para avaliar se este fendtipo poderia influenciar na
resposta contra a tuberculose, buscamos observar se os neutrdfilos polarizados in vitro tém papel
diferencial na producgdo de citocinas na presenca da infeccdo por Mtb.

NO, N1 e N2 foram desafiados com micobactérias e cada subtipo celular apresentou
producdo de citocinas distintas (Figura 6). Espontaneamente, 0s trés subtipos possuem a mesma
capacidade em liberar IL-1P. No entanto, a grande diferenca entre 0S grupos celulares torna-se clara
quando em contato com o Mtb. Devido a infeccdo o grupo N1 apresenta duas vezes mais a
producdo de IL-1B quando comparado com os grupos NO e N2. A liberagdo de IL-8 também foi
avaliada e nés demonstramos que espontaneamente NO e N2 ndo produzem esta citocina, enquanto
que N1, mesmo quando ndo infectado, produz dez vezes mais IL-8 do que os demais perfis. Na
presenca de Mtb, os diferentes tipos celulares mostraram aumento da producdo de IL-8, porém N1
ainda € capaz de apresentar maior producdo desta citocina, quando comparado a NO e N2. Os
neutréfilos polarizados apresentaram caracteristicas peculiares. As células que tém o perfil N1
foram as Unicas a produzir IFN-y e mesmo quando infectadas por Mtb este grupo manteve 0s
mesmos niveis desta citocina. Em contraste, a producdo de IL-4 foi observada em neutrofilos com
perfil N2, os demais grupos ndo apresentam a producdo desta citocina. Curiosamente, a infecgéo
também foi capaz de alterar a liberagdo de IL-4. Assim, os neutrofilos N2 infectados tiveram uma
producdo trés vezes maior que 0 mesmo grupo que ndo receberam a micobactéria. A infeccdo por
Mtb também foi capaz de modular a producdo de TGF-B. Nesta mesma figura observa-se que as
células com o perfil N2, de forma espontanea, possuem uma elevada capacidade de liberacdo de

TGF-B. No entanto, quando estas células séo infectadas por Mtb a produgdo desta citocina diminui
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pela metade. Os outros perfis NO e N1 apresentaram pequena producdo dessa citocina e ndo ocorreu

modula¢do na sua producdo quando desafiados por Mtb.
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Figura 6: Quantificacdo de citocinas a partir do sobrenadante dos neutrofilos
polarizados e infectados por Mth por 24 horas. Os neutrdfilos (2x10°) isolados do sangue
periférico de doadores saudaveis foram polarizados in vitro com meios condicionados por 30
minutos e desafiados ou ndo por Mtb (MOI 5: 1), representados por barras pretas e abertas
respectivamente. Apds 24 horas de infeccdo in vitro, o sobrenadante foi recolhido e foi avaliado a
liberacdo de citocinas utilizando um kit personalizado (MILLIPLEX® MAP Citocina Humana /
Quimiocina, Millipore) (IL-1B, IFN-y e IL-4) ou ELISA (IL-8 e TGF-B). Os resultados foram
expressos em pg/mL e analisados pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, com significancia
P <0,05.
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5.4 A modulacdo na resposta imune promovida pelos diferentes subtipos de neutréfilos
reflete no controle microbiano

Uma vez que as citocinas foram moduladas de acordo com o perfil dos neutrofilos,
questionamos se 0s mediadores liberados pelos neutrdfilos polarizados poderiam ser importantes
para modular a atividade microbicida contra Mtb. Para responder a essa pergunta, neutréfilos
polarizados foram infectamos por Mth. Os experimentos ndo revelaram diferencas na atividade
fagocitica (Figura 7A) e microbicida (Figura 7B).

Com esses resultados investigamos se a mudanca no padrdo de mediadores produzidos por
N1 e N2 poderia influenciar o microambiente durante a TB. Para isso, co-cultivamos neutréfilos
polarizados e infectados por Mtb com células polimorfonucleares (PBMC). A atividade fagocitica
em todos os grupos foi semelhante, mostrando que os neutrofilos polarizados ndo foram capazes de
modular essa resposta (Figura 8).

As células polimorfonucleares que ndo estavam em co-cultura com os neutréfilos e que
foram infectadas por Mtb ao longo de 24 horas, mostraram a mesma capacidade de eliminar as
bactérias previamente fagocitadas, quando comparamos com o grupo NO (figura 9). Entretanto, a
presenca de neutrOfilos polarizados aumentou a atividade microbicida dos mondcitos.
Interessantemente, quando o PBMC estd em co-cultura com N1 ou N2 o indice microbicida
aumenta significativamente.  Assim, foi possivel mostrar, com esses experimentos, que 0S
neutrofilos polarizados ndo foram capazes de desenvolver sozinhos atividades microbicidas
significativas (figura 7B). No entanto, seus produtos ou até mesmo o contato celular podem

modular a capacidade microbicida de outras células fagociticas (figura 9).
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Figura 7. A polarizacdo in vitro dos neutrdfilos ndo modifica a sua capacidade
fagocitica e microbicida quando infectados com M. tuberculosis. Os neutréfilos (2x10°) isolados
a partir de doadores controle foram polarizados in vitro com meios condicionados durante 30
minutos e depois infectados com Mtb (MOl = 5) durante 30 minutos. A. Para o0 ensaio de
fagocitose, as bactérias ndo fagocitadas foram removidas por lavagem da placa, e as células foram
lisadas com saponina 0,05%. A resazurina foi adicionada a cultura e ap6s 24 horas de metabolismo
pelas bactérias, a conversdo de resazurina em resofurina foi quantificada por espectrofluorimetro
(excitacdo 560 nm, emissdo 590 nm). B. A atividade microbicida foi avaliada a i pds 2 horas de
desafio com Mtb e o grafico mostra as bactérias que sobreviveram a este processo. O resultado
mostra a diferenca entre os valores de RFU na fagocitose de cada grupo e seu de respectivo valor de
RFU obtido ap6s o tempo de atividade microbicida. Este é um resultado representativo de oito
experimentos independentes e foi analisado pelo teste ndo-paramétrico de Friedman, com

significancia p <0,05.
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Figura 8. Os neutrofilos polarizados ndo modulam a capacidade de fagocitose das células
mononucleares. Os neutréfilos polarizados (2x10°) foram incubados com Mtb (MOI = 5) e ap6s 30
minutos foram adicionados PBMC de dadores de salde aos neutrofilos numa proporcdo de 1: 1. A
co-cultura foi incubada durante 2 horas, lavada para remover bactérias ndo fagocitadas e as células
foram lisadas com saponina 0,05%. A resazurina foi adicionada a cultura e apds 24 horas de
metabolizacdo por bactérias, a conversdéo de resazurina em resofirina foi quantificada por
espectrofluorimetro (excitacdo 560 nm, emissdo 590 nm). A. Os resultados mostram a diferenca
entre os valores das Unidades de Fluorescéncia Relativa (RFU) na atividade fagocitica de cada
grupo. B. A percentagem de indice fagocitico foi obtida da seguinte forma: fixou-se o grupo PBMC
como 100% e proporcionalmente escalou-se os valores dos demais grupos. Este é um resultado
representativo de cinco experimentos independentes e foram analisados pelo teste ndo-paramétrico

de Friedman, com significancia p <0,05.
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Figura 9. Os neutrofilos polarizados mostram diferentes atividades microbicidas quando co-
cultivados com PBMC. Os neutréfilos polarizados (2x10°) foram infectados por Mtb (MOI = 5),
apos 30 minutos as células mononucleares do sangue periférico foram adicionados aos neutrofilos
na proporcdo de 1: 1. A co-cultura foi incubada durante 2 horas, apds esse tempo 0s pocos foram
lavados para remover as bactérias ndo fagocitadas e voltaram para a incubacdo durante mais 22
horas. Apos este periodo, as células foram lisadas com saponina 0,05% e as bactérias fagocitadas
foram quantificadas pela conversdo da resazurina em um espectrofluorometro (excitagdo 560 nm,
emissdo 590 nm). A. A atividade microbicida foi avaliada ap6s 22 horas de desafio com Mtb e o
grafico mostra as bactérias que sobreviveram a este processo. Os resultados mostram a diferenca
entre os valores de RFU dados pela fagocitose de cada grupo e seu respectivo valor de RFU obtido
ap6s o tempo de atividade microbicida. B. A porcentagem do indice microbicida foi obtida da
seguinte forma: fixou-se o grupo PBMC como 100% e proporcionalmente escalou os valores dos
demais grupos. Este é um resultado representativo de cinco experimentos independentes e foram

analisados pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, com significancia P <0,05.
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5.5 Modulacdo na liberacdo de armadilhas extracelulares (NET) pelos diferentes
subtipos de neutrdfilos

Os neutrofilos podem também apresentar outros meios para restringir 0 crescimento
bacteriano, como por exemplo a liberacdo de armadilhas extracelulares (NET). Esse mecanismo foi
bem descrito por Brinkmann et. al. (Brinkmann et al., 2004) e neste trabalho decidimos avaliar a
liberacdo das NETs dos diferentes perfis de neutrofilos. Por meio da Figura 10 podemos observar 3
painéis de andlise de microscopia, em que foi realizado uma tripla coloragdo. A marcacdo por
DAPI, em azul, evidencia o nicleo dos neutrofilos, em verde destaca-se a elastase extracelular e em
vermelho a histona H1. A U(ftima coluna de cada painel mostra a co-marcacdo, evidenciando a
liberacdo das NETs.

O PMA é amplamente utilizado como controle positivo da libertacdo da NET e nesse estudo
foi usado para o mesmo fim. A Figura 10A destaca que N1 e NO sdo completamente estimulados a
liberar todo o conteldo de DNA para 0 espaco extracelular. No entanto, interessantemente N2 se
mostra refratario a liberacdo de seu conteudo nuclear (Figura 10A). Quando Mtb foi adicionado a
cultura, este perfil foi mantido e N2, ao contrario do observado para NO e N1, ndo foi capaz de
liberar NETs (Figura 10B). Utilizando a DNAse como controle negativo para clivar qualquer DNA
liberado, ndo observamos as estruturas NET em qualquer condicdo (Figura 10C), provando que as

estruturas observadas foram formadas pelo DNA extracelular liberado.
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Figura 10. A liberacdo de NET durante a infeccdo micobacteriana pode ser alterada de
acordo com o subtipo de neutrdfilo envolvido no processo. Os neutrdfilos (7x104) receberam os
seus respectivos estimulos (&, N1 e N2) durante 30 minutos, (A) como controle positivo as células
foram estimuladas com PMA (0,162 umol L-1) durante 4 horas. (B) ou foram infectadas com Mtb
durante 4 horas (MOI = 5). Em (C), foi utilizada DNAse | como controle negativo, de modo que as
celulas receberam este tratamento 30 minutos antes da infeccdo por Mth. Os neutrofilos polarizados
foram submetidos a coloragcdo para nucleo com DAPI (azul), para elastase de neutrofilos (verde) e
para histona H1 (vermelho). As células foram analisadas com o microscopio confocal de varredura

a laser, e a co-localizagdo dos marcadores mostra a formacdo de NETs. Ampliacdo de 400 x.
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5.6 Analise da expressdo génica dos neutréfilos de pacientes com tuberculose

Os neutréfilos desempenham um papel fundamental na fase inicial da infeccdo, a amostra
analisada revelou como estd o perfil de ativagdo genética destas células na fase inicial da
tuberculose. Podemos observar pela Figura 11 a expressdo de genes caracteristicos de polarizacdo e
que também tem uma importante acdo na infeccdo por Mth. Nos pacientes com a tuberculose ativa,
0 Qque se destacou foi a supressdo da expressdo dos genes Dectina-1, LCN2 e TLR4, quando
comparada ao grupo controle ndo doente. O CCR7 também foi avaliado, e ndo foram verificadas
diferencas entre os grupos. Os genes ALOX 15 e IP-10 apresentaram-se levemente aumentados nos

pacientes, apesar desta alteragcdo néo ter sido significativa.
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Figura 11. Expressdo génica de neutrofilos de pacientes com tuberculose ativa sugere uma
polarizacdo celular. A expressdo g@énica de neutrofilos de voluntarios saudaveis (CTRL) e
pacientes com tuberculose ativa (APTB) foram analisadas e comparadas. Os graficos mostram a
expressao de A. IP10, B. ALOX15, C. DECTIN1, D. CCRY7, E. LCN2 e F.TLR4. Todos os valores
apresentados ja estdo descontados do gene constitutivo (GAPDH), e foram analisados pelo teste
nao-parametrico de Mann-Whitney, com significancia p <0,05.
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5.7 Busca de correlacBes entre os niveis de expressdo génica e a progressdo da
tuberculose

A expressdo de genes por neutrdfilos pode contribuir para a melhor compreensdo de como
essas células atuam na infeccdo contra Mtb. Desta forma, também foi realizada a correlacdo entre 0s
niveis de expressdo génica e a progressdo da tuberculose. Para tanto, os pacientes foram divididos
em trés estagios da apresentacdo clinica, dependendo de sua gravidade. O estagio 1 corresponde ao
quadro de menor gravidade, o estagio 2 ao moderado e 0 estagio 3 ao mais grave. Estes resultados
estdo organizados na Figura 12, onde podemos ver a correlacdo entre a expressdao génica e a
gravidade da tuberculose. Em todas as andlises, apenas com o grafico 12-D podemos observar
correlacdo entre os dados, de forma que, a maior expressdo de CCR7 estd diretamente relacionada a

menor gravidade da tuberculose.
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Figura 12. Correlacdo entre expressao génica e gravidade da doenca em pacientes com
tuberculose. A lesdo pulmonar foi classificada em trés estigios em um teste duplo cego. O estagio
1 corresponde ao quadro clinico de menor gravidade, o estdgio 2 é considerado moderado e o
estagio 3 é considerado o quadro clinico mais grave. As expressdes génicas de A- IP10, B-
DECTIN1, C- TLR4, D- CCR7, E- LCN2 e F- ALOX15 apresentadas pelos neutrofilos dos
pacientes foram correlacionadas com o seu respectivo estagio de gravidade da tuberculose e
analisados através do teste de correlagio de Spearman. Os valores de r? e p estdo especificados em
cada gréfico.



CARDOSO-SILVA, P. M. 45

Resultados

5.8 As diferencas no perfil de expressdo genética dos neutrofilos durante as distintas
fases de infeccéo

O perfil genético dos neutrofilos de pacientes com tuberculose pode dizer muito sobre como
essas células estdo atuando durante a infeccdo por Mth. Contudo, os neutrdfilos circulantes no
sangue detectam os efeitos da infeccdo antes mesmo de migrarem para 0s tecidos e encontram com
0 patdgeno. Assim os neutrdfilos poderiam chegar ao local da infeccdo ja polarizados por meio dos
mediadores presentes no sangue dos pacientes infectados. Para simular esta situacdo in vitro, e
avaliar os efeitos que os mediadores imunoldgicos presentes na circulacdo sanguinea podem exercer
nos neutrdfilos circulantes, estimulamos os neutréfilos de doadores saudaveis com o plasma dos
pacientes que tiveram o estagio mais avangado da tuberculose.

A incubacdo de neutrdfilos com o plasma de pacientes com TB induziu o aumento da
expressao de TLR4, CCR7, IP-10 e ALOX 15 (Figura 13). No entanto, é interessante notar que nos
pacientes com TB, em que essa estimulacdo é crbnica ocorre uma alteracdo no perfil de expressdo
desses mesmos marcadores. De forma que, eles se encontram menos expressos. Por meio desse
resultado é possivel constatar as mudangas no comportamento dos neutréfilos e que a cada fase da
tuberculose essas células podem apresentar uma diferente atuag&o.

Além disso, podemos observar uma diminuicdo na expressdo de LCN2 e de DECTIN-1
quando os neutrdfilos entram em contato com os mediadores imunoldgicos produzidos frente a

infeccdo por Mth. Esse padrdo de supressdo permanece mesmo quando a TB ja esta instalada.
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Figura 13. Expressdo génica de neutrofilos em diferentes tempos em uma infeccdo por

Mycobacterium tuberculosis. Os neutrofilos de voluntarios saudéveis foram incubados ou ndo com

plasma de pacientes com tuberculose durante 4 horas e a expressdo foi comparada com neutréfilos

isolados de paciente com tuberculose ativa. Os experimentos foram analisados pelo teste néo-

paramétrico de Friedman, com significancia p <0,05. APTB: Pacientes Ativos com Tuberculose.
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A tuberculose, embora em grande parte, uma doenca curdvel, continua a ser uma das
principais causas de morbidade e mortalidade atribuidas a doencas infecciosas em todo o mundo
(O'garra et al., 2013). Muitos estudos ao longo dos Ultimos anos vém contribuindo para o maior
conhecimento dessa infeccdo e ampliando as perspectivas de desenvolvimento de novos
tratamentos, diagnosticos e vacinas. Os neutrdfilos formam a primeira linha de defesa contra a
infeccdo pelo Mth, a sua ativacdo pode influenciar a resposta imune do individuo, podendo levar ao
desenvolvimento da forma latente ou a forma ativa da doenca. Embora existam muitos estudos
sobre o papel dessa célula na tuberculose, ainda persistem muitas divergéncias sobre como essa
célula ajudaria no controle ou desenvolvimento da doenca. Recentemente, alguns trabalhos vém
demostrando que os neutrofilos podem apresentar polarizacdo, de acordo com o seu microambiente,
assim como j& se observa em macréfagos (Fridlender et al., 2009). A polarizacio e o
desenvolvimento dos fendtipos N1 e N2 ja observados no cancer poderiam ocorrer também na TB e
participariam da determinagdo dos caminhos da infeccdo, que pode manifestar-se no hospedeiro
como latente ou ativa.

A fim de observar a influéncia de diferentes estados de ativacdo dos neutr6filos na
patogénese da tuberculose buscamos caracterizar os perfis N1 e N2. A Figura 4 A-F enfatiza
claramente a diferenca morfoldgica apds 20 horas de estimulagdo com meios condicionados,
principalmente no ndcleo dos neutréfilos. Sagiv e colaboradores ja haviam revelado a diferenca
morfoldgica dos subtipos de neutrofilos em estudos de céncer (Sagiv et al., 2015). Assim, as
imagens obtidas por meio do aumento de 450% da imagem original revelaram como os neutrdfilos
condicionados em nossos experimentos nos perfis N1 e N2 alteram sua morfologia (Figura 4-E e 4-
F). Piccard e colaboradores ja mostraram que os neutrdfilos N1 apresentam nucleo segmentado e 0s
do perfil N2, nlcleos circulares (Piccard et al., 2012) e nossos resultados corroboraram com esses
achados. Entretanto, apenas a morfologia ndo é suficiente para se garantir que a estimulacdo

provocou mudancas na fisiologia dessas células, para tanto, avaliamos a producdo de espécies



CARDOSO-SILVA, P. M. 49

Discussao

reativas de oxigénio pelos N1 e N2. Na Figura 4-G fica evidente que as células foram polarizadas,
uma vez que cada perfil celular atua de forma diferente a estimulagdo com PMA. Os neutréfilos N1
sdo capazes de liberar uma grande quantidade de EROs quando comparamos com o0 N2 e
curiosamente tem o mesmo padrdo fisiologico descrito por outros autores (Sagiv et al., 2015)
(Sionov et al., 2015). Com estes testes podemos concluir que é possivel promover a polarizacdo dos
neutréfilos in vitro pelas citocinas utilizadas e que estas células podem ser utilizadas em
experimentos in vitro para a compreensdo de como os diferentes perfis de diferenciacdo celular
atuam na infeccdo por Mtb.

As citocinas liberadas por neutrofilos polarizados sdo muito importantes no momento da
infeccdo, a partir da figura 6 podemos entender melhor por que muitos trabalhos revelam diferengas
nas atividades realizadas por essas células. E bem descrito na literatura o importante papel das
citocinas inflamatérias, tais como, IL-1B, IFN-y e IL-8, e € interessante notar como o0s neutrdfilos
N1 liberaram niveis elevados destas citocinas inflamatérias (Yamada et al., 2000), (Flynn et al.,
1993), (Zhang et al., 1995). Estudos recentes mostram que 0 excesso desse tipo de citocinas podem
causar danos as células e prejudicar a resposta inflamatéria (Garlanda et al., 2007). Friedland et al
demonstraram que 0s pacientes que morreram de tuberculose apresentaram altos niveis de IL-8 no
sangue e que as células de tais pacientes ndo responderam bem a estimulos como o LPS (Friedland
et al., 1995). O excesso de citocinas inflamatorias liberadas pelos neutrdfilos polarizados para o
perfil N1, poderia prejudicar seu desempenho durante a infecgdo e causar mais danos teciduais ou
até mesmo exaustdo do sistema imune. Aqui, sugerimos que devido ao excesso de sinais
inflamatdrios os neutrofilos N1 ndo apresentaram um alto indice fagocitico e microbicida,
contrariando as expectativas (Figura 7A).

Os neutrdfilos previamente polarizados para o perfil N2 também produzem citocinas pro-
inflamatdrias quando infectados com Mtb, a polarizacdo ndo inibiu esta producdo. No entanto, estas

celulas também produziram citocinas anti-inflamatorias tais como IL-4 e TGF-B, destacando que
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apos a infeccdo por Mtb os niveis de IL-4 se mostraram ainda maiores. As citocinas Th2 estdo
muito associadas com mau prognostico da infeccdo, permitindo a sobrevivencia das micobactérias,
seu crescimento no local da infecgdo e até a sua disseminacdo (Howard and Zwilling, 1999), (North,
1998). Assim como observado para N1, o perfil de N2 ndo foi capaz apresentar uma atividade
fagocitica e microbicida elevada (Figura 7A-B). Varios estudos tém demonstrado que os neutr6filos
sdo capazes de fagocitar o Mtb (Infante-Duarte and Kamradt, 1999; Seiler et al., 2000), no entanto
ainda € controversa a sua capacidade de elimina-lo (Lowe et al., 2012).

O papel regulador das citocinas também tem sido bem explorado e atualmente sabe-se como
é importe a regulacdo pelas citocinas anti-inflamatorias e como esse equilibrio pode ajudar no sitio
infeccioso (Surcel et al., 1994; Infante-Duarte and Kamradt, 1999). Para entender como N1 e N2
poderiam ajudar as células residentes no local da infeccdo, ap6s migrar através do endotélio, nos
infectamos in vitro com Mtb os neutréfilos polarizados e adicionamos a cultura, a fragdo de células
mononucleares do sangue periférico dos mesmos doadores. Comparando 0s grupos, os indices de
fagocitose dos mondcitos ndo foram alterados na presenca das diferentes subpopulacbes de
neutréfilos. No entanto, quando a atividade microbicida foi avaliada, foi possivel afirmar que os
mediadores liberados pelos neutréfilos N1 e N2 potencializaram a capacidade dos mondcitos em
eliminar a micobactéria.

As citocinas e possivelmente outros mediadores inflamatdrios libertados por N1 ou até
mesmo 0 contato célula-célula, aumentaram a capacidade dos mondcitos de matar as micobactérias.
De forma similar o balanco inflamatério contendo ndo sé IL-8 e IL-1B, mas também IL-4, ajudou 0s
PBMCs a exercer a atividade microbicida. (Figura 9). Assim, o padrdo de citocinas produzido por
células polarizadas e infectadas é crucial para ajudar na interacdo com outras células e promover a
atividade microbicida, visto que o neutrdfilo sem qualquer estimulagdo ndo foi capaz de promover

tal atividade. Com os resultados deste trabalho podemos dizer que muitos dos desacordos sobre o
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papel dos neutréfilos possivelmente ocorre pelo perfil que as células apresentam no momento do
estudo.

Mycobacterium tuberculosis € um patdgeno intracelular ndo obrigatério, que vive no
citoplasma das células infectadas ou no intersticio do tecido. As formas mais graves da tuberculose
estdo relacionadas a maior disseminacdo dos bacilos no espaco extracelular (Dorhoi et al., 2011).
Uma resposta celular eficiente no combate aos patdgenos extracelulares é a liberagdo das redes
extracelulares dos neutréfilos, ou NET, que podem restringir o crescimento de patdgenos,
controlando a infeccdo (Brinkmann et al., 2004). As NETs sdo formadas predominantemente por
DNA bem como proteinas a partir dos granulos primarios, tais como elastase, catepsina G e
mieloperoxidase. Também apresentam proteinas dos granulos secundarios como lactoferrina e
gelatinase (Brinkmann et al., 2004). Estas estruturas também podem ser formadas quando
neutréfilos estdo em contato com Mtb extracelular (Ramos-Kichik et al., 2009). Aqui nos
mostramos que Mtb é capaz de induzir NET nos grupos NO e N1 (Figura 10). Curiosamente, ndo foi
possivel ver essas estruturas em neutrofilos N2, infectados por Mtb (Figura 10) ou mesmo
estimulados por PMA, o controle positivo para a liberacdo de NET. Este resultado é esperado uma
vez que a formacdo de NET estd intimamente ligada a capacidade das células de produzir EROs
(Nishinaka et al., 2011; Keshari et al., 2013). Conforme ilustrado na Figura 4-G, os neutréfilos N2
tém uma baixa producdo de espécies reativas de oxigénio. Portanto, sugerimos aqui que o perfil N1
¢ capaz de capturar Mtb por NET, provavelmente induzido pela producdo de EROs e citocinas
inflamatorias IFN-y, IL-1p e IL-8. Em contra partida N2 é incapaz de resolver a infecgdo
extracelular, sendo mais eficiente na comunicacdo célula-célula, como visto nos ensaios de co-
cultura.

Conhecendo o papel de N1 e N2 na luta contra Mtb in vitro, e considerando o papel dos
neutrofilos na TB ativa, questionou-se correlacionar a gravidade da doenca humana com os perfis

de neutrofilos circulantes no sangue do paciente. A Figura 11 destaca a expressdo génica dos
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neutrofilos provenientes do sangue periférico dos pacientes com tuberculose (APTB), e as compara
com as de voluntarios do grupo controle (CTRL) que ndo apresentam doenca ativa. TLR4 e LCN2
sdo receptores de membrana importantes na atividade pro-inflamatéria contra Mtb (Abel et al.,
2002; Guglani et al., 2012; Labonte et al., 2014). O gene LCN2 estd associado ao perfil
inflamatorio (Zhang et al., 2008; Jang et al., 2013), auxiliando no controle da infeccdo pela inibicdo
do crescimento bacteriano (Saiga et al., 2011). Nos neutrofilos LCN2 foi previamente identificado
nos seus granulos (Borregaard et al.,, 2007). Aqui, demonstramos que o0s neutrdfilos de APTB
apresentam diminuicdo na expressdo de TLR4 e LCN2 quando comparados com neutrdfilos do
grupo controle.

A Dectina-1 ¢ um PRR que assim como o TLR2, reconhece Mtb e promove uma sinalizacéo
que favorece a resposta inflamatoria, visando a resolucdo da TB (Killick et al., 2013). Na resposta
imune contra Mth a presenca de Dectina-1 estd associada ao perfil inflamatério promovendo a
resposta Th1/Thl7 (Zenaro et al., 2009). Os neutréfilos expressam Dectina-1 para detectar os
patdgenos e, em conformidade com o seu tamanho, induzir fagocitose ou libertacdo de NET, na
auséncia de expressdo de Dectina-1, a NET € a resposta mais frequente (Branzk et al., 2014).
Curiosamente, os neutrofilos dos pacientes APTB recrutados para este estudo mostraram uma
diminuicdo na expressdao de Dectina-1. Os trés genes que S80 Menos expressos em nosso estudo
(Dectinl, TLR4 e LCN2) ajudam no controle da infeccdo e podem interagir para aumentar a
resposta imune (Ferwerda et al., 2008; Saiga et al., 2011; Részer, 2015). Este resultado sugere uma
supressdao da resposta pro-inflamatoria em neutréfilos de pacientes com tuberculose, que pode
representar a gravidade da TB.

Outro gene aqui avaliado foi CCR7, que permaneceu inalterado em pacientes infectados e
IP10 que estava ligeiramente mais expresso, indicando que estas células tém a capacidade de migrar
para 6rgdos linfoides secundarios, podendo facilitar a ativacdo de células T. CCR7 é um importante

receptor que esta intimamente relacionado com a migracdo de neutrdfilos para os linfonodos, onde
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podem auxiliar junto as células dendriticas na ativacdo de ceélulas T. Alm disso, estudos em
camundongos destacam a importancia deste receptor, uma vez que 0S animais que apresentaram
deficiéncia em CCR7 tém maior dispersdo de Mtb (Kahnert et al., 2007; Pokkali and Das, 2009;
Beauvillain et al., 2011). Com a Figura 12 a importancia do CCR7 fica em destaque, visto que este
foi o Unico gene que revelou uma correlacdo negativa com a progressdo da tuberculose. Assim,
sugerimos que os neutrdfilos comprometidos com a migracdo para os linfonodos estdo relacionados
com a menor gravidade da tuberculose.

Diversos trabalhos com macréfagos ja exploraram que a ativacdo do perfil M2 esta
relacionada ao aumento da expressdo de ALOX15 (Gordon and Martinez, 2010; Sica, A. and
Mantovani, A., 2012). Pello e colaboradores demonstraram que a IL-4 pode induzir a atividade de
c-Myc em macrofagos humanos, que por sua vez controla a ativacdo de genes relacionados ao perfil
M2, como ALOX15 (Pello et al., 2012). Curiosamente, 0 grupo N2 mostra um aumento na
producdo de IL-4 (figura 6), especialmente quando estimulado por Mth. Além disso, a expressao
génica de neutrofilos com perfil N2 (Figura 5) também revelou um sutil aumento de ALOX15, bem
como células de pacientes com tuberculose (Figura 11). Embora ndo seja possivel assegurar que
este aumento na expressdo de ALOX15 é significativo, € uma indicacdo biologica de que estas
alteracbes que ocorrem com os neutrofilos N2 sdo semelhantes as apresentadas pelos macréfagos
M2. Um resultado antagbnico, ocorre com a expressdao de IP10. Esta quimiocina esta relacionada
com a ativacdo do perfil M1 em macréfagos (Mantovani et al., 2004) e também revela um suitil
aumento na expressdao em neutréfilos de pacientes com tuberculose (figura 11). Este resultado
reforca a ideia de que os neutrofilos, embora polarizados, apresentam um equilbrio entre as
caracteristicas descritas como pr6 e anti inflamatorias. Além disso, o fato de que os neutrofilos
expressam ALOX15 e IP10 torna possivel explorar melhor como a modulacdo diferenciada desses

genes podem ajudar a caracterizar diferentes perfis celulares.
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A partir dessas observacdes foi possivel fazer um paralelo com a expressdo génica dos
neutréfilos polarizados in vitro com os obtidos a partir dos pacientes com tuberculose ativa. Os
resultados nos permitem sugerir que os neutrofilos dos pacientes com doenca ativa tém um perfil
muito similar ao dos neutrofilos polarizados para o perfil N2. Dessa forma, com os neutréfilos
produzindo mais citocinas com perfil Th2, como TGF-B, sendo incapazes de liberar NET’s e ainda
aumentando a expressdo de genes como ALOX-15 e IP-10, a soma desses fatores pode ser
prejudicial no controle de Mtb. No outro cenario, os neutrofilos N1, com perfil de expressdo génica
relacionado a protecdo contra a TB, a presenca de Dectinal, LCN2, a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, a habilidade de potencializar a atividade microbicida de micobactérias fagocitadas e
alta capacidade de liberacdo de NET, estariam mais associados a um perfil protetor em individuos
infectados. Mesmo com o N2 sendo capaz de estimular uma resposta microbicida quando co-
cultivado com mondcitos, no hospedeiro, isto ndo poderia ser suficiente para controlar as bactérias
disseminadas pelos pulmdes.

Além de compreender qual subpopulacdo é mais abundante em pacientes com tuberculose,
incubamos neutréfilos de individuos ndo infectados com plasma de pacientes com tuberculose.
Aqui buscamos investigar os efeitos dos mediadores imunoldgicos circulantes, induzidos pela
infeccdo, sobre a polarizacdo das células. Dessa forma, observamos a expressdo g@énica de
neutrofilos saudaveis e comparamos 0 mesmo parametro com os neutrofilos incubados com plasma
de pacientes com TB e com neutréfilos de pacientes com tuberculose ativa (Figura 13). Essa é uma
tentativa de mimetizar a ativacdo de novas células liberadas pela medula Ossea para o sistema
circulatorio e observar o seu primeiro contato com as citocinas e quimiocinas ja produzidas como
resultado da infeccdo. A figura complementar S.1 revela as citocinas e quimiocinas presentes no
plasma dos pacientes aos quais as células foram submetidas e € interessante enfatizar o aumento de
RANTES. Esta quimioguina € conhecida por promover a atracdo de neutrofilos para o sitio

infeccioso (Pan et al., 2000). Além disso, o perfil de expressdo génica de neutrofilos de pacientes



CARDOSO-SILVA, P. M. 55

Discussao

com tuberculose representa o estagio tardio da infeccdo, no qual os neutrofilos sdo constantemente
estimulados no sangue pelo ambiente inflamatério causado pela infecgdo.

A expressdo de LCN2 e Dectina-1 diminui significativamente nos estagios precoce e tardio
da estimulacdo quando comparada com os neutrofilos de voluntarios saudaveis. Este cenario é
semelhante ao perfil observado pela subpopulacdo N2 sugerindo que nos casos de tuberculose ha
aumento deste grupo celular. Esta hipdtese ganha forca quando observamos a capacidade destas
células em alterar o perfil de expressdo génica no caso de CCR7, TLR4, IP-10 e ALOX15. E
importante destacar o aumento da expressdo de CCR7 na estimulagdo aguda, uma vez que pode
atuar como sinal de migragcdo para tecido danificado (Yamashita et al., 2009). Com outras palavras,
0s mediadores imunologicos presentes no plasma sinalizam uma perturbacdo no organismo e ativam
sinais de migracdo. Nos neutrofilos, o0 CCR7 tem um papel muito caracteristico que € sinalizar a
migracdo dessas células para os o6rgdos linfoides (Beauvillain et al., 2011). Este sinal pode ser
determinante para o controle da infeccdo, uma vez que os neutrofilos que entram em contato com o
sitio infeccioso migram para os linfonodos podendo atuar como apresentadores e auxiliar na
ativacdo da resposta imunologica contra Mth. Reforcando essa hipdtese, quando os dados da
expressdo génica observada em células de pacientes foram correlacionados com a gravidade da
doenca foi possivel constatar que a diminuicdo de CCR7 esta correlacionada com a gravidade da
doenca.

E interessante notar que a estimulagdo aguda dos neutréfilos com o plasma de TB
representou uma expressdo aumentada de TLR4, uma resposta inflamatéria caracteristica em
infeccbes por Mtbh (Means et al., 1999; Abel et al.,, 2002), e que pode auxiliar na liberacdo de
citocinas como a IL-8 (Godaly and Young, 2005), que por sua vez aumentam O recrutamento de
neutréfilos (Smart and Casale, 1994; Monin and Khader, 2014). No entanto, tais células apos
estimulacdo cronica, alteram sua expressdo génica e diminuem a expressdo deste gene que pode

exacerbar a resposta inflamatoria e causar danos nos tecidos (Zager, 2013; Morosanova et al.,
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2016). Esta ideia é corroborada pela correlacdo entre a expressdo do gene TLR4 e a progressdo da
tuberculose. O resultado expresso na Figura 12 € destacado pela Figura Complementar S.2, em que
podemos observar que o aumento da expressdo de TLR4 possui uma correlagdo positiva com uma
maior lesdo causada pela tuberculose. Com todos esses achados concluimos que N2 estd mais
relacionado com a forma mais grave da doenca, impedindo a resolucéo ideal da infeccdo que estaria
associada ao perfil N1.

Por fim, este estudo suporta a plasticidade dos neutréfilos, mostrando que diferentes
estimulos e microambientes podem polarizar essas células e alterar sua morfologia e fisiologia.
Também desvendamos que os subtipos de neutrofilos desempenham diferentes respostas contra
Mtb, o que pode explicar o carater dual dessas celulas na TB que, por anos, é reforcada em varios
estudos. No entanto, nosso trabalho encontra um fator limitante. Para que pudéssemos afirmar de
fato esse papel dual dos neutréfilos seria interessante ter acesso aos neutrdfilos pulmonares de
pacientes com tuberculose bem como de voluntarios saudaveis. Com a caracterizagdo dessas células
seria possivel tracar com mais precisdo qual perfil celular ¢ mais abundante na infeccdo, bem como,

buscar correlagbes entre a presenca de N1 ou N2 com a progressao da TB.
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Esse estudo revelou que € possivel promover a polarizacdo dos neutrofilos, por meio de
meios condicionados, além disso, mostramos como os perfis N1 e N2 desempenham diferentes
respostas em uma infecgdo por Mtb. De forma que, N2 apresentou uma maior producédo de citocinas
anti-inflamatérias, e que apesar de poder auxiliar na morte de micobactérias previamente
fagocitadas por mondcitos esse tipo celular € incapaz de liberar NET. J& os neutréfilos N1
apresentaram uma elevada producdo de ROS, IL-1B, IFN-y e IL-8, todos esses mediadores
potencializaram a atividade microbicida, além de proporcionar a maior liberacdo de NET.

Por meio da expressdo génica foi possivel caracterizar os perfis N1 e N2 e tracar qual é mais
abundante em pacientes com tuberculose, bem como fazer correlacbes com a gravidade da doenca.
O perfil N2 apresentou aumento na expressdo de genes como ALOX-15 e IP-10, além da
diminuicdo de genes importantes para o controle da TB. A caracterizacdo génica de N2 é muito
similar ao perfil de expressdo génica amostrada pelos pacientes com tuberculose, devido ao
aumento de IP-10, ALOX15, bem como a diminuicdo de DECTIN-1 e LCN2. Essas semelhancas
nos permite inferir que N2 é mais abundante durante a infeccdo. Em contrapartida o perfil génico
de N1, com o aumento de Dectinal e LCN2 estd mais relacionada com a protecdo contra a TB. Por
fim, a correlacdo entre os dados clinicos e a expressdo génica dos neutrofilos revelou uma
correlagdo negativa com a gravidade da doenca, no caso de CCR7 e outra correlacdo positiva
quando avaliado a expressdo de TLR4.

Nosso trabalho mostrou que os neutréfilos podem se polarizar de acordo com o
microambiente e que os perfis N1 e N2 possuem diferentes atuagdes na infecgédo por Mtb. De forma
que, N1 estd relacionado com o controle e resolucdo da infeccdo, enquanto que a presenca de N2
sinaliza um pior prognostico. Além disso, mostramos que os neutrdfilos N1 e N2 sdo alvos

promissores para o entendimento do desenvolvimento da tuberculose e ate de outras doencas.
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Figura S1: Quantificacdo de citocinas e quimiocinas presentes no plasma de pacientes com
tuberculose. O plasma foi separado por centrifugacdo com sangue total; As quimiocinas e citocinas
foram doseadas através do kit MILLIPLEX® MAP Cytokine / Chemokine; Millipore®.
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Figura S2: Correlacdo entre a gravidade da doenca tuberculosa em pacientes com tuberculose
e a expressdo génica. Este grafico destaca como a expressdo génica estd em cada estagio da
tuberculose. A lesdo pulmonar foi classificada em trés estagios em um teste duplo-cego. O estagio 1
corresponde a lesbes minimas, o estagio 2 é considerado moderado e o estadio 3, avancado. Os
experimentos foram analisados pelo teste ndo-paramétrico de Friedman, com significAncia p <0,05.
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miesma. Informamos gue, de scordio com A El:.'..ulu-;h 456512, Hem V.5, letra d, o TCLE deyve “mer
elaborado e duxs vixs, nibricadas em iodas x5 Suxs paginas & assinadas, a0 s=u i&mino, peio convdado
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Conclderagdec Finalc a orttéric do CEP:

Aprovado &1 referemdus do CEPFCFRFP ami 25,06 2015. Em ai=ndirmenio 45 F:e-s-ulup!-e-: vipenbes, dewerd
ser Encamniads 30 CEF, atraves da Platafoma Brasl, o relabiris feal ds pesguisa conforme modelo de
Fesiabirio aprosado peio Comits, bem como comunicada qualiguer aberapio, int=roomincis oo iInterupgio da
mesma. Informamos gue, de acordo com 8 Resolugdo 46612, Hem V.5, letra d, o TCLE deve “ser
sabormdo e duxs vixs, nbricadas =m iodas a5 Suxs paginas = assinadys, ao seu Eming, pelo convidado
& participar da pesquisa, ou por Sed epresentarie lepal, assim oo o pesgulssdor eeponsivel, ou psa
iz] pEssoa [5) por eis del=gada (5], devendo 35 pdginas de assinaburas =siar na mesma folha™. 2ugsrimios
gue o TCLE seja apresentydo &0 suleio da pesgulsas s dooumenio mpresso frenle = verso.

RIBERAD PRETO, 25 de Junho de 2015

Agcinado por:
Cland Mara Marzosohil Maoshaso
[Coordenador
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Tarme de Conssntimanto

UNIVERSIDADE DE SAD PAULO - Campus Universitarno Monte Alagre
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICASDE RIBEIRAD PRETO

TERMD DE CONZENTIMENTD LIVRE E ESCLARECIDD

PPD -: pegativos para o teste cut2neo com PPD, e Grupo Infeccao
%#m@ﬂmwﬁmnﬂm&umﬂuemdﬂhﬁmmd&

TB ativa

MOME DA FESOUISA: "Andllcs da sxpreccis génlioa de neurdflics provenlaniss do cangus
peeritdrios de paolaniss oom fubs=rouloes”.

PESQUISADORES RESPONSAVEIS:
Priscila Marians Cardoso Siva
Prof. Dra. Fablanl Gal Frantz
Gostariamos de comicaHo a parficipar desta pesquisa que @ deservohida peia
Facukiade de Clnclas Famacsuticas de Ribelrdo Preto da USP. Este frabalho tBm
com o objetivo avallar 3 athacdo de diferentes tipos de neutriflios, gue 530 3s calulas
do sangue essenclals para @ defesa do corpo duranie 3 INfecLA0 por microbics. A sua
partidpacao & woluntarla & ndo obdgaitra. Para particlpar, @ necessario ler com
aengdo esie documenio & owdr nossas explicacies em caso de dlvidas. Se estiver
Interessado em participar, solicitaremos que assine este documentn em duas was,
U3 para oo 2 oUlra para nis pesquisadorss.

O gue 830 neutrafics ?

O neutndflios 530 ciulas do sistema Imune que aluam na defesa confra micndbios
Invasares.

Como Iremoes avallar suas calulasy

Ltiizaremos 35 células 90 seu sangue, o neutndfics, @ Femcs avallar a athacdo
dessa Cajula.

O estudo 03 fungdo do neutrdfio & Importante porque ess3s clulas ajudam na defesa

dﬂm'ganm{:mlmmmmm Imvasores, @ 0 emendlmanio do funcionamenio dessa
céuia poderia ate ajudar no dlagnésico ou ratamento de doengas como o da
tubercuioss.
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Como vocs, doador, wal participar da peaquisa’?

A pess0a qQue particlpar desta pesquisa deverd doar 10 mL de sangue, que
comesponde 3 1 colber de sopa. Esta quantidade de sangue refiada nio serd

prejudicial 3 sadde, s2ra utlizada somente para esta pesquisa & em ¢aso de 50bra, 0

SaNgUE 53 |0gado Tora. A cokela de sangue serd reallzada em sala apropriada no
Laboratorio g2 Imunologla e Eplgenética (LIME) na Facudads oe Clenclas
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, apenas uma vez no DEgo, com serngas e aguihas
descartavels por um profissional capaciiado. A pesguisa N0 acameta nenhum prejuizo
a3 vocs doador, 52ndo 05 MSCos apenas aqueles igados 3 coleta de sangue, (&S como,
dor da picacta, formagso de hematomas.

Por gue esta peaquiaa esta asndo felta?

Esta pesquisa frard nensficios para entender como est3o as céiulas de defesa de um
Individuo quandd em wma Infecsdo que € gerada pelo microbio Mycobactenum
tubercihasls. O lesle B2 reallzado em BEoEDAD com oS newindfics dos Indhlduss
doadores, separados do sangue. Sendo assim, 05 participantes desta pesquisa ndo
sofrardo nenhum fsco de contaminacao. A coiets de sangue devera ser Tefta em
Indeiduos, de ambos o géneros, com ldads enfre 18 & 60 anos.

Sua parkipagdo s2rd mulo Imporante para a realzagdo do estudo, compondo o
gups de pess0as que Nad aoneseniam a Inflamagdo causada pelo micrtbio
AMycobaclerim fubercWosis. N30 havera nentuma despesa e nenhum ganha em
dinheiro. ANMTEMos que 05 dacos cotidos serSo guardads de manalra siglhosa & que
0 NOMes dos participanies ndo serdo divulgados em nenhum momento, & 05 MESMas
serS0 INformados dos resultados fnals da pesquisa. Esia pesquisa no trara benefico
direto 30 suleito envolvido, Voo podara desistir de participar 3 qualiquer momento, ou
Nos procurar para tirar qualquer dindda, basta avisar os pesquisadores ou o Comité de
Etica em Pesquisa nos telefones ou contaios que aparecam no final deste documento.

Cualguer ouwvida soore esta pesguisa, entrar em contato com Priscila Mariane
Cartoso Siva (emilly@usp.br), Dra. Fablanl Gal Frantz (frantzy@ cim. usp.br) ou com o
Comig de Ebica em Pesquisa da FCFRP-USP (Facuidade de Cléndias Famacsuticas
de Ribeirdo Preto da Universidade de 530 Paulo Avenida do Café S/l - Monte Alegre
— CEP 14040-903 - Ribeiro Preto — SP/ cepdfchp.usp.bn. Por telefone: (16) 3315
0241 (laboratona USE), (16) S3160-3534 (celular Prisclia), (16) 33154213 (Comits de
Ellca em Pesquisa).

Anexos
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E"l

RG n= , autorizo 3 refrada de 10 mL do meu
sangue da vela do brago para a reallzagio de pesquisa. Ful informado soore o
procediments e que o volume retirado nS0 causar dano a minha sadde. Ful informado
também que a finalidade dessa pesquisa & entendsr como os neulrdfics, céia de
defesa do corpo, funcionam, quando em contaio com o micnablo, Mycobacterm
tubercukas)s.

Ribeiro Preto, de de20

Assinatura do doador de sangue — Registn

Prisclla M. Camdoso ShvaPml. Dra. Fablanl G. Frantz

(Pesquisadores Responsdveis)

Anexos
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Temo de Consentimento

UNIVERSIDADE DE SAQ PAULD - Campus Universitario Monts Alegre
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICASDE RIBEIRAD PRETO

TERMO DE COMSENTIMENTO LIWVRE E ESCLARECIDO
Grupo Tubsrculose ativa ndo tratada

MOME Dub PESOUISA: “Analles da expressdo génica de neutrdflos provenlentes do sangus
perierico de paclentss com tubsrculogs”.

PESCQUISADORES RESPONSAVEIS:

Priscilla Mariane Cardoso Silva

Prof. Dra. Fabiani Gai Frantz

Gostariamos de cowidado a participar desta pesquisa que & desenvolvida pela
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da USP. Este trabalho tem
com o objetive avaliar a ativagio de diferentes tipos de neutrafiles, que 3o as células
do sangue essenciais para a defesa do corpo durante a infecgao por microbios. A sua
participagio & voluntaria & n3oc cbrgatdria. Para participar, & necessario ler com
atencdo este documents & ouvir nossas explicagdes em caso de dividas. Se estiver
interessado em participar, soficitaremos gue assine este documento em duas wias,

umia para vood & oulra para nds pesquisadores.
0 que sdao neutrofilos?

Os neutrofilos 530 celulas do sistema imune que atuam na defesa contra microbios

invasores.
Como iremos avaliar suas celulas?

Utilizaremos as células do seu sangue, os neutrdfies, e iremos avaliar a atvacgdo
dessa célula durante a infecco que & gerada pelo microbio, Mycobacterium
tuberculosis, causador da tuberculose. Alem disso, queremos saber a capacidade dos

neutrafilos de produzir substincias gue matam os microbios.

0 estudo da fungdo do neutrdfilo & importante porque essas células ajudam na defesa
do organismo contra microbios invasores, e o entendimente do funcionamento dessa
c£lula poderia até ajudar no diagndstico ou tratamento da tuberculose.
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Como vocé, doador, vai participar da pesquisa?

A pessoa que participar desta pesquisa devera doar 10 mL de sangue, que
comesponde a 1 colher de sopa. Esta quantidade de sangue retirada n3o sera
prejudicial 3 saude, sera utilizada soments para esta pesquisa e em caso de sobra, o
sangue serd jogado fora. A coleta de sangue serd realizada em sala apropriada na
Unkase o2 Tratamento de Doengas Infeceiosas (UETDI) @2 HC da Faculdade de Medicing de
Riteirdc Preto, apenas uma vez no brago, com seringas e agulhas descartaveis por
um profissional capacitado. A pesquisa n3o acameta nenhum prejuizo a vocd doador,
sendo 0% riscos apenas aqueles ligados 3 coleta de sangue, tais como, dor da picada,

formagio de hematomas.
Por que esta pesquisa esta sendo feita?

Esta pesquisa trard beneficios para entender como est3o as células de defesa de um
individuo quando em uma infeccdo que € gerada pelo micrdbio Mycobacherium
tubercuiosis. O teste sera realizado em laboratdrio com os neutrafilos dos individuos
doadores, separados do sangue. Sendo assim, os participantes desta pesquisa nao
sofrerdo nenhum risco de contaminagio. A coleta de sangue devera ser feita em

individuos, de ambos os géneros, com idade entre 18 e 60 anos.

Sua participagdo serd muitc importante para a realizagdo do estudo, ndo haverd
nenhuma despesa e nenhum ganho em dinheiro. Afimnamos gue os dados obtidos
serao guardados de maneira sigilosa e gue os nomes dos participantes nio serdo
divulgados em nenhum momento, & o5 mesmos serao informados dos resultados
finais da pesquisa. Esta pesquisa nao frara bensficio direto ao sujeito envolvido, vooé
podera desistir de parficipar a qualquer moments, ou nos procurar para tirar qualquer
divida, basta awisar o5 pesquisadores ou o Comité de Etica em Pesguisa nos
telefones ou contatos que aparecem no final deste documento.

Quabquer dinvida sobre esta pesquisa, enirar em contain com Prisclla Mariane
Cardoso Silva (emillyi@usp br), Dra. Fabiani Gai Franiz (franzi@fcimp.usp.br) ou com o
Comité de Etica em Pesquisa da FCFRP-USP (Faculdade de Ciéncias Famacéuticas
de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo Avenida do Café S/M° - Monte Alegre
— CEF 14040-803 - Ribeirao Preto — 5PV cep@fcfip.usp.br). Por telefone: (18) 3315-
0241 {laborataric USP), (16) 83160-0034 (celular Prisclla), (16) 33154213 (Comité de

Etica em Pesguisa).
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Eu,

RG n™ , auforizo a refrada de 10 mL do meu
sangue da veia do brago para a realizagio de pesquisa. Fui informade sobre o
procedimento & gue o wolume retirado ndo causara danc a minha salde. Fui informado
tamt=m gue a finalidade dessa pesguisa € entender como os neutrofios, clula de
defesa do corpo, estio ativados, quando em contato com o microbio, Mycobacterium
tubercuiosis.

Riteirao Preto, de de20_ .

Assinabwra do doador de sangue — Registro

Priscilla M. Cardoso Silva/'Prof. Dra. Fabiani G. Frantz

[Pesquitadores Responiiveis)






