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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 neutrofilos 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 micolico
(Collins and Kaufmann, 2001), além disso, € seletiva a uma grande quantidade de substancias.
Essa micobactéria € a responsavel por causar a tuberculose, uma doengca muito antiga que tem
acompanhado a humanidade ao longo de sua evolugdo. Assim como outras doencas, 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 Mtb estava presente na Africa Oriental ha 3 milhGes 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 Mtb, 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 vulnerabilidade,
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

| Not applicable

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 alcancou seu pico em 2004 e foi seguido de
uma lenta queda, compensado pelo crescimento da populacdo. O ndmero de casos continua
aumentando anualmente, principalmente nas regides menos desenvolvidas do globo, como
Africa, Mediterrdneo Oriental e Sudeste Asidtico. Entretanto, a historia 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 regibes 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, o0 DOTS (do inglés
Directly Observed Treatment Short-course). Essa orientagdo 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 0 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 o 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-infeccbes 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



CARDOSO-SILVA, P. M. 6

Introducao

com ou sem a presenca de sangue (indicativo de estagio avancado). Segundo a Organizacdo
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 interacdes do patdgeno com diversos receptores presentes
nas células do sistema imune inato. As células reconhecem os PAMP’s (Pathogen-Associated
Molecular Patterns) através de Receptores de Reconhecimento de Padrdes (PRR). Alem dos
PRRs, outros receptores do sistema imune, como 0 CR3 (Complement Receptor 3), facilitam

a entrada do bacilo opsonizado na célula hospedeira, quando este esta revestido por proteinas
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do sistema complemento, sem ocorrer a ativacdo 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 0 espago bronquio alveolar, 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 observacfes 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
leucécitos, 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 € 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 neutrdfilos 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 nucleo 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, interferéncia 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 infeccdes,
em que 0 patdgeno apresenta estratégias de escape do espaco intracelular, como pode ocorrer
no caso da Mtbh. 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 neutrofilos auxiliam efetivamente na contencdo do parasita,
no entanto, ainda ha a possibilidade de disseminacdo de bacilos viaveis. Caso a infeccdo nao
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 doenga. Portanto, na fase avancada
da TB os neutréfilos 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
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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 neutrofilos, 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 doenga. 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 pro-inflamatérias, reprimindo a inflamacdo exacerbada e
levando ao reparo tecidual (Dorhoi and Kaufmann, 2014).

Semelhante a dicotomia Thl e Th2 de polarizacdo 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 sdo
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



CARDOSO-SILVA, P. M. 10

Introducao

e produzem grandes quantidades de citocinas pro-inflamatorias (Sica, A and Mantovani, A,
2012). Em contraste, a ativacdo alternativa de macrdfagos M2 € 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 macrofagos 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 progressao da doencga (Sagiv et al., 2015).



CARDOSO-SILVA, P. M. 11

Introducdo
Blood / Tumor
Bone marrow Spleen
f ; M1
H H e
CFU- Pro- ! ' ie
mon_ocyte monfcy‘tei Mon?cyte S MO Maoroph a}s/ I')
= e W i oI 7
<_°)_' {?f H &?/‘ Ly6C+ H zo 4
Hematopoietic 2 MDSC/ CD11b+ \ = M2"
pluripotent E ° E Ly6G- i)
Stem cell ' MDSC '
E ° E tumor-Cytotoxic
— " > : @ i N1 (ROS)
' i = “hypersegmented
; : CFU- Neut. | LyGs N Mature 3 AcuvTa;ler CTL
) : granulocyte myelocyte) Neutrophil MDSC ! Neutrophil / moad [CAM(-x1 1
': 0 i £ N Fas
: H o : coitbs NTGF-B
H % H ) Ly8G+
v < 1 | N2 Pro-tumor
H 1 s “circular”
Eoshophilie cells  Denaritic Cells ; 3 28 A'Qi”asei
g ' ' CCL2
CCL5

Figura 2. A origem e a diferenciacdo de celulas tumorais derivadas de células miel6ides.
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 neutrofilos no controle da tuberculose.
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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 correlagdo 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 atuagbes na infeccdo 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 até de outras doengas.
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