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RESUMO 

 A Tuberculose (TB) é uma doença que atinge a humanidade de forma catastrófica, causando 

milhões de casos novos e de mortes no mundo todo. Estima-se que um terço da população mundial 

esteja infectada com o bacilo da TB, Mycobacterium tuberculosis. Atualmente, os principais desafios 

no controle da TB são: a identificação dos indivíduos latentes, que são os principais indivíduos com 

potencial desenvolvimento da doença e o tratamento efetivo dos indivíduos com doença ativa. O 

entendimento da resposta imunológica nessa doença é de crucial importância para o desenvolvimen-

to de novos testes diagnósticos e novas vacinas para combater de forma efetiva essa enfermidade. 

Com o intuito de elucidar a resposta imune celular envolvida no desenvolvimento da tuberculose 

ativa, avaliamos as subpopulações de células TCD4+ Th1, Th17 e T reguladoras de pacientes com 

tuberculose pulmonar e pacientes com artrite reumatóide ativa frente ao antígeno recombinante 

GLcB do M. tuberculosis. Foram obtidas células mononucleares do sangue periférico de vinte e um 

pacientes com tuberculose pulmonar ativa, recrutados no Hospital de Doenças Tropicais Anuar Au-

ad, vinte e cinco pacientes com artrite reumatóide, onze indivíduos com tuberculose latente (PT+) e 

doze indivíduos saudáveis (PT-). Estas células foram cultivadas, estimuladas com o antígeno recom-

binante GLcB e as subpopulações Th1, Th17 e T reguladoras foram avaliadas através da análise das 

citocinas IFN- , IL-17 e TGF-  e IL-10, respectivamente, por citometria de fluxo. Constatou-se que 

pacientes com tuberculose pulmonar ativa apresentam maior resposta de células Th1 (8.2 1.9), Th17 

(3.9 2.1) e T reguladoras (2.8 1.2) específicas ao antígeno recombinante GLcB quando comparados 

com indivíduos com infecção latente (Th17=2.8 1.3; Treg=3.1 1.2),  e controles saudáveis 

(Th17=1.4 0.8; Treg=0.6 0.3). Indivíduos com infecção latente apresentam somente porcentagem 

significativa de células Th1 (4.6 1.1) específicas ao GLcB quando comparado aos controles 

(1.7 1.0). Pacientes com AR não apresentaram diferença significativa na porcentagem destas células 

quanto à classificação em PT+ e PT-. Porém, pacientes com AR que desenvolveram tuberculose a-

presentaram resposta semelhante aos pacientes com TB. Diante destes resultados, podemos concluir 

que as células Th1, Th17 e T reguladoras estão diretamente envolvidas na doença ativa.  

 
Palavras-chave: Tuberculose, Resposta Imune Celular, Mycobacterium tuberculosis, Antígeno re-

combinante GLcB.  



 

ABSTRACT 
 

Tuberculosis (TB) is a disease that afflicts mankind catastrophically, causing millions of new 

cases and deaths worldwide. It is estimated that one third of the world population is infected with the 

TB bacillus, Mycobacterium tuberculosis. Currently, the major challenges in TB control are the iden-

tification of latent individuals, who are have increased chances to become ill, and the effective treat-

ment of individuals with active disease. Understanding the immunology of this disease is of crucial 

importance for the development of new diagnostic tests and vaccines to combat this disease effec-

tively. In order to elucidate the cellular immune response in tuberculosis, we evaluated the subpopu-

lations of TCD4+ Th1, Th17 and T regulatory cells of patients with active pulmonary tuberculosis 

and rheumatoid arthritis against the recombinant antigen GLcB of M. tuberculosis. Peripheral blood 

mononuclear cells were obtained from twenty one patients with active pulmonary tuberculosis, re-

cruited at Anuar Auad Hospital, twenty five patients with rheumatoid arthritis (RA), eleven individu-

als with latent tuberculosis (TST+) and twelve healthy subjects (TST-). These cells were cultured, 

stimulated with antigen recombinant GLcB and Th1, Th17 and T regulatory subsets cells were eva-

luated by flow cytometry. It was found that patients with active pulmonary tuberculosis have a high-

er response of Th1 (8.2 1.9), Th17 (3.9 2.1) and T regulatory (2.8 1.2) antigen-specific recombi-

nant GLcB when compared with individuals with latent infection (Th17=2.8 1.3; Treg=3.1 1.2) and 

healthy controls (Th17=1.4 0.8; Treg=0.6 0.3). Individuals with latent infection have only a signifi-

cant percentage of Th1 cells specific (4.6 1.1) to GLcB when compared to controls (1.7 1.0). RA 

Patients that developed tuberculosis had immune response similar to those with only TB. Given these 

results, we conclude that the Th1 cells, Th17 and regulatory T cells are directly involved in active 

disease. 

 

 

Keywords: Tuberculosis, Cellular Immune Response, Mycobacterium tuberculosis, recombinant 

antigen GLcB. 



 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1. REVISÃO DA LITERATURA 



1.1 Epidemiologia 

 

A tuberculose (TB) é uma doença infecciosa grave que causa aproximadamente oito milhões 

de novos casos e mais de dois milhões de mortes a cada ano. A estimativa é de que aproximadamente 

um terço da população mundial esteja infectada com o Mycobacterium tuberculosis, principal agente 

etiológico da TB (WHO 2009). Na maioria dos infectados, este patógeno persiste em latência, carac-

terizando doença assintomática ou infecção latente, onde as manifestações clínicas não são evidentes 

(Wayne 1994). Essas características dificultam o diagnóstico preciso dos indivíduos acometidos, 

contribuindo para uma maior disseminação da doença (Andersen 2007).  

Uma das principais preocupações da Organização Mundial de Saúde (OMS) com relação à 

TB é a co-infecção com o Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV). Estima-se que aproximada-

mente seis milhões de pessoas no mundo todo estão co-infectadas com M. tuberculosis e HIV e des-

tes morrem cerca de 200 mil a cada ano (WHO 2009). Têm sido descrita como a principal causa de 

morte em indivíduos infectados com o HIV no Brasil (MS/SVS 2009; Corbett et al. 2003). Além 

disso, indivíduos que utilizam drogas imunosupressoras para tratamento de outras enfermidades, 

como por exemplo, a artrite reumatóide, podem desenvolver tuberculose ativa ao longo da vida (Le-

ón et al. 2005). 

O Brasil possui como um dos seus principais problemas de saúde pública a tuberculose. Ocu-

pando o 19º lugar entre os 22 países responsáveis por 80% do total de casos de tuberculose no mun-

do, nosso país possui cerca de 50 milhões de infectados com aproximadamente 85 mil casos novos 

notificados a cada ano (MS/SVS 2009). De acordo com a OMS, o país é endêmico para esta doença 

e representa um dos países da América Latina com maior índice de casos (WHO 2009). 

Segundo o Programa Nacional de Controle da Tuberculose (PNCT) em Goiás foram registra-

dos mais de 900 casos de TB só no ano de 2008. Goiânia e Aparecida de Goiânia são as cidades que 

concentram a maior parte dos casos já registrados, representando cerca de 90% dos casos em todo o 

estado de Goiás (MS/SVS 2009). 

 

1.2 Agente Etiológico 

 

O principal agente etiológico da TB humana é Mycobacterium tuberculosis (Mtb), uma bacté-

ria aeróbica, intracelular facultativa que possui a forma de bastonetes retos e finos, e por isso, tam-

bém chamados de bacilos. O Mtb é resistente ao processo de descoloração pelo álcool-ácido, sendo 

classificado como um bacilo álcool-ácido resistente (BAAR) podendo sobreviver na ausência quase 

total de água durante semanas (Aderem & Underhill 1999). É um bacilo que apresenta crescimento 

lento, se duplicando a cada 12-20h, em temperatura ideal de 34-38 C. Para o crescimento do Mtb é 

necessário realizar a cultura do bacilo em meio Lowenstein-Jensen (L-J) ou em meio ágar 



7H10/7H11 Middlebrook e somente após 2-6 semanas de cultivo, nas condições apropriadas é possí-

vel visualizar as suas colônias (James et al. 2000; Crump et al. 2003; Adler et al. 2005). Embora e-

xistam relatos de sua existência desde 2050 a. c. em múmias do antigo Egito (Cave 1939; Daniel 

2006), foi isolado pela primeira vez em 24 de março de 1882 pelo cientista alemão Heinrich 

Hermann Robert Koch (Kaufmann & Winau 2005).  

Mtb pertence a um complexo chamado Complexo Mycobacterium tuberculosis que é consti-

tuído de outras seis espécies e subespécies que incluem M. africanum, M. bovis, M. canettii, M. mi-

croti, M. pinnipedii e M. caprae. Somente as duas primeiras especies juntamente com Mtb causam 

tuberculose em humanos (Roberts 1991). Os membros desse complexo possuem características co-

muns, como o período de crescimento lento e a pouca variação genética, levando a hipótese de que 

são patógenos que derivaram de um ancestral comum (Ernst et al. 2007). 

A parede celular do Mtb é complexa, pois é rica em glicolipídeos, polissacarídeos, lipídeos e 

proteínas que estão envolvidos na ativação e na regulação da resposta imune do hospedeiro (Collins 

& Kaufmann 2001). A membrana plasmática é envolta por uma camada de peptideoglicano que está 

covalentemente ligado a arabinogalactanas esterificadas com ácidos micólicos. Além disso, há uma 

variedade de lipídeos livres ligados à parte externa da parede celular e uma grande quantidade de 

glicolipídeos [como lipoarabinomananas (LAM) e lipomananas (LM)], ancorados na membrana 

plasmática. Intercaladas nessa rede existe uma quantidade significativa de proteínas que podem ser 

permanentes ou se encontram em processo de secreção (Brennan & Nikaido 1995; Daffe & Draper 

1998) (Figura 1). Algumas destas proteínas são responsáveis pela manutenção da parede celular du-

rante toda a vida do bacilo (Rastogi & Sola 2007). Essa estrutura dá a forma característica do bacilo 

e confere proteção, principalmente da ação mecânica, de enzimas hidrolíticas e radicais tóxicos pro-

duzidos pelas células fagocíticas (Tiwari et al. 2004; Brennan 2003). 

 



 
Figura 1. Esquema representativo da parede celular do Mycobacterium tuberculosis. Adaptado de Ernst et al. 
2007. 
 

1.3 Antígenos do Mycobacterium tuberculosis 

 

O Mtb produz e secreta uma série de proteínas que possuem fundamental importância na sua 

sobrevivência e na patogênese da TB. Muitas dessas proteínas funcionam como antígenos que esti-

mulam as células imunológicas do hospedeiro e induzem a resposta imune contra o agente. Através 

da análise molecular de Mtb (H37Rv) cultivado em meio Ágar 7H11 (Middlebrook) foi possível 

identificar e caracterizar uma série de frações protéicas do Mtb. Aproximadamente 100 polipeptídeos 

já foram isolados e purificados, permitindo o estudo das propriedades de cada proteína na estimula-

ção da resposta imune (Boesen et al. 1995; Arend et al. 2000). Várias dessas proteínas (MPT-51, 

ESAT-6, GLcB, Complexo Ag 85, HspX, CFP-10 dentre outras) que já foram isoladas receberam 

maior atenção por serem expressas em altas concentrações quando o Mtb encontra-se em condições 

de estresse, como por exemplo, na ausência de oxigênio, condição essa que mimetiza a presença do 

agente nos alvéolos pulmonares do indivíduo infectado (Geluk et al. 2000). 

O GLcB (Rv1837c) é uma proteína de 81 kDa caracterizada como uma malato sintase, enzi-

ma que possui a função de produzir carboidratos a partir da -oxidação de ácidos graxos. Está envol-

vida diretamente no ciclo do glioxilato, onde ela condensa o glioxilato formado a partir do isocitrato 



à Acetil-CoA formando o Malato que é usado na gliconeogênese e está relacionada com a virulência 

do Mtb. O ciclo do glioxilato é importante para sobrevivência do Mtb em situações adversas, como 

pouco oxigênio, condição que inibe a multiplicação do bacilo em meio ambiente intracelular (Mu-

noz-Elias & Mckinney 2005). Pode também funcionar alternativamente como uma proteína de ade-

são através da ligação com a laminina do hospedeiro (Kinhikar et al. 2006). Estudos já realizados 

com o GLcB mostram que ele é requerido para o crescimento e a virulência do Mtb in vivo (Munoz-

Elias & Mckinney 2005).  

O antígeno recombinante GLcB é uma proteína que funciona como um marcador da tubercu-

lose (Achkar et al. 2006), visto que ele foi capaz de discriminar indivíduos com tuberculose ativa de 

controles saudáveis através do reconhecimento por anticorpos séricos da classe IgM e IgG em paci-

entes com TB (Almeida et al. 2008) e foi reconhecido por anticorpos em 80% de pacientes com TB 

HIV- na Índia (Singh et al. 2005). Além disso, pacientes com tuberculose pulmonar ativa apresentam 

resposta imune específica de células TCD4+ e TCD8+ contra este antígeno, indicando o seu potenci-

al imunogênico (Araújo-Filho et al. 2008). 

 

1.4 Patogenia da Tuberculose 

 

A tuberculose é uma doença contagiosa, transmissível, que compromete principalmente o 

pulmão, embora possa afetar outros sítios anatômicos, uma vez que o bacilo pode se propagar através 

das vias linfática e/ou sanguínea. A transmissão ocorre pela via respiratória através da inalação de 

bacilos contidos na fala, tosse ou espirro de indivíduos que apresentem a doença clinicamente ativa 

ou a infecção latente (Raja 2004). O estabelecimento da infecção ativa depende tanto de fatores as-

sociados ao bacilo, como a virulência da cepa infectante da micobactéria e a quantidade de bacilos 

viáveis que atingem o pulmão, quanto fatores associados ao hospedeiro, como a predisposição gené-

tica e o grau de ativação do sistema imunológico (Collins & Kaufmann 2001).   

Durante a infecção, Mtb reside principalmente dentro de macrófagos, células que além da fa-

gocitose exercem uma potente atividade antimicrobiana (Ardeleanu et al. 2004). Ao entrar em conta-

to com o bacilo, 80-90% dos indivíduos desenvolvem uma resposta imune protetora levando à elimi-

nação ou latência (Wayne 1994). Somente 5-10% dos indivíduos infectados apresentam sintomas 

clínicos e desenvolvem a doença ativa. Outros 5-10% apresentam infecção latente, com possibilidade 

de reativação (Wayne 1994; Barry et al, 2009; Lin & Flynn 2010). Apesar disso, se a transmissivida-

de da tuberculose não for controlada, a estimativa é de que entre 2000 e 2020, um bilhão de pessoas 

poderão ser infectadas e cerca de 35 milhões morrerão em decorrência da doença (WHO 2009). 

A TB permanece como uma das maiores causas de mortalidade por doenças infecciosas no 

mundo (Dye et al. 1999). Quando um indivíduo está infectado pelo HIV, a chance de desenvolver a 

TB ativa eleva-se em mais de 12% (WHO 2009). Durante o desenvolvimento da doença, os sinais e 



sintomas são inespecíficos, se assemelham a um resfriado, e consistem em febre, sudorese noturna, 

perda de apetite, anorexia, mal-estar e caquexia. Posteriormente a pessoa apresenta expectoração 

sanguínea purulenta (Flynn & Chan 2001). Na maioria dos casos, as lesões parenquimatosas e gan-

glionares regridem de maneira espontânea, com calcificação radiologicamente visíveis. Em pacientes 

com transtornos imunes como a AIDS (Acquired Immunodeficiency Syndrome) a doença apresenta-

se disseminada, com rápida progressão podendo ser fatal (Shimao 2003, 2005). 

 

1.5 Formação do Granuloma 

 

A fagocitose por macrófagos alveolares é o primeiro evento na relação do patógeno com o 

hospedeiro estando diretamente envolvida na evolução da doença (Ulrichs et al. 2004; Ulrichs & 

Kaufmann 2006), uma vez que constitui um dos primeiros mecanismos de eliminação do patógeno. 

É considerada uma etapa crítica, pois os receptores envolvidos na captura dos bacilos são essenciais 

para a ativação da imunidade adaptativa. Dentro de 2 a 6 semanas após a infecção, ocorre o desen-

volvimento da imunidade mediada por células resultando em um influxo de linfócitos e monócitos 

ativados para o local da lesão resultando na formação do granuloma (Raja 2004). Portanto, a forma-

ção do granuloma requer a participação da imunidade adaptativa e é crítico para restrição da expan-

são bacteriana (Saunders & Cooper 2000). 

Durante o desenvolvimento do granuloma, os macrófagos evoluem para células epitelióides e 

células gigantes multinucleadas que junto com os linfócitos e polimorfonucleares, circundam os ma-

crófagos infectados formando a região central do granuloma. Na periferia são observados linfócitos 

T e B que modulam a reposta dos macrófagos. Logo após, há a proliferação de fibroblastos e vasos 

sanguíneos que irão nutrir somente as regiões mais externas dessa estrutura granulomatosa. Com o 

passar do tempo e de acordo com o crescimento do granuloma, pode ocorrer necrose caseosa da regi-

ão central em decorrência da carência nutricional (Dannenberg 1991; Saunders & Cooper 2000) ou 

da presença do Mtb (Ulrichs & Kaufmann 2006).  

A principal citocina envolvida na formação do granuloma é o TNF- , liberado pelos macró-

fagos logo após a exposição a antígenos de Mtb. O TNF-  recruta neutrófilos e monócitos circulan-

tes ao mesmo tempo em que outras citocinas, como o IFN-  produzido pelas células T e pelas células 

NK (Natural Killer) potencializa as atividades microbicidas, ativando macrófagos e células dendríti-

cas (Wangoo et al. 2005; Flynn & Chan 2001). As células epitelióides e as células gigantes possuem 

a capacidade de ativar os fibroblastos a produzir colágeno e elastina, resultando em um aspecto mais 

consistente e rígido do granuloma (Wangoo et al. 2005). 

O modelo clássico da iniciação da formação do granuloma tem sido evidenciado em estudos 

realizados com embriões de peixes zebra infectados com M. marinum, que são transparentes e permi-

tem demonstrar a migração celular (Dannenberg 1991; Clay et al. 2007; Lesley & Ramakrishnan 



2008).  Estes estudos comprovam que a formação do granuloma está relacionada com todos os even-

tos descritos anteriormente, mas em contraste, sugerem que funciona como uma ferramenta para ex-

pandir a infecção micobacteriana (Davis & Ramakrishnan 2009). Neste contexto, o caminho da for-

mação do granuloma e a subseqüente disseminação bacteriana são baseados nas respostas dos macró-

fagos (recrutamento, fagocitose e apoptose) que geralmente induzem proteção, mas podem contribuir 

para a dispersão bacteriana (Davis & Ramakrishnan 2009).  

 

1.6 Indução da Resposta Imune na Tuberculose 

 

Acredita-se que o estabelecimento da doença ativa ou da infecção latente, depende da respos-

ta imune do hospedeiro frente à presença do microrganismo. Os fagócitos, principalmente os macró-

fagos, apresentam diferentes receptores de superfície que promovem a fagocitose eficiente do Mtb, 

como os receptores de complemento (CR1, CR2, CR3 e CR4), que podem ser ativados através da 

ligação da proteína C3b na superfície da micobactéria, ativando assim a via alternativa do sistema 

complemento. A via da lectina do complemento também pode ser ativada através da ligação da lecti-

na aos resíduos de manose da micobactéria (Aderem & Underhill 1999). Além disso, alguns compo-

nentes da micobactéria (como peptideoglicanas e proteínas) também podem interagir com os recep-

tores Toll like (TLR2 e TLR4) dos macrófagos (Doherty & Ardite 2004), e induzirem a produção de 

citocinas (como a IL-12) importantes para o recrutamento e a ativação de células do sistema imuno-

lógico (Andersen 2007). Os receptores de manose também possuem fundamental importância na 

indução da resposta imune ao interagirem com as lipoarabinomanas presentes na superfície do Mtb 

(Ernst 1998).  

Microrganismos fagocitados são sujeitos à degradação através de enzimas lisossomais após a 

fusão do fagossomo com o lisossomo (Cohn 1963). Com Mtb não é diferente. Após a fagocitose do 

Mtb, ocorre a fusão das vesículas fagocíticas com os lisossomos, formando o fagolisossomos. Hidro-

lases ácidas presentes neste ambiente são responsáveis pela destruição da micobactéria. Este evento 

altamente regulado constitui um significante mecanismo antimicrobiano de fagocitose (Raja 2004). 

O controle e a destruição da micobactéria dentro dos macrófagos ativados também são feitos através 

da produção de mediadores da oxidação, principalmente intermediários reativos do oxigênio (como o 

peróxido de hidrogênio) e do nitrogênio (como o óxido nítrico), que promovem a morte da micobac-

téria (Nicholson et al. 1996). Porém, essa habilidade dos mediadores da oxidação em eliminar a mi-

cobactéria até hoje só foi demonstrada em camundongos e ainda deve ser confirmada em humanos. 

Há somente evidências experimentais que mostram a importância do óxido nítrico na defesa do paci-

ente na tuberculose pulmonar humana (Flech & Kaufmann 1987; Chan & Flynn 1999). 

Os macrófagos constituem, portanto, as principais células da imunidade inata responsáveis 

pela resposta contra o Mtb (Raja 2004). Porém, além destes, outros componentes da resposta imune 



inata compartilham desse processo. Tem sido descrito que as células dendríticas, os neutrófilos e as 

células NK apresentam grande participação nesse mecanismo (Junqueira-Kipnis et al. 2003). As cé-

lulas dendríticas capturam os bacilos no interior dos pulmões e migram para os linfonodos mediasti-

nais onde ocorre a apresentação de antígenos a células T virgens, iniciando a ativação da resposta 

imune adaptativa (Saunders & Cooper 2000). Os neutrófilos promovem o aumento da quimiotaxia e 

participam das etapas iniciais da formação do granuloma (Edwards & Kirkpatrick 1986). As células 

NK podem lisar diretamente Mtb ou podem lisar monócitos/macrófagos infectados ao mesmo tempo 

em que podem ativar fagócitos no sítio de infecção (Raja 2004).  

Inicialmente, após serem infectados, os macrófagos produzem principalmente IL-12, TNF-  

e diferentes quimiocinas que recrutam outras células para o sítio de infecção. A IL-12 (principal ci-

tocina produzida na infecção por M. tuberculosis) é importante, pois induz a produção de IFN-  pe-

los linfócitos, induz a proliferação dos linfócitos T, ativa células da imunidade inata, além de aumen-

tar a citotoxicidade dos linfócitos T CD8 e das células NK (Sano et al. 1999; Junqueira-Kipnis et al. 

2003). O TNF-  é o principal mediador da resposta inflamatória aguda em infecções causadas por 

microrganismos intracelulares e induz a formação do granuloma, que constitui um mecanismo de 

defesa do organismo para tentar isolar o patógeno e impedir a progressão da infecção (Sadek et al. 

1998; Wangoo et al. 2005; Ulrichs & Kaufmann 2006). A partir daí, uma série de outras citocinas 

são produzidas e recrutam outros subtipos celulares para uma eficiente resposta ao Mtb (Silva & Bo-

échat 2004), onde são evidenciadas a participação das células T auxiliares (CD4+) e T citotóxicas 

(CD8+) (Barnes et al. 1992; Stenger et al. 1998; Araújo-Filho et al. 2008).  

Várias subpopulações celulares têm sido descritas na resposta imunológica da TB. Uma das 

primeiras, melhor descrita e mais importante na proteção contra microrganismos intracelulares inclu-

indo o Mtb é a subpopulação de células Th1 (Schluger 2001). As células Th1 são responsáveis pela 

produção de uma série de citocinas fundamentais para a ativação de outras células, como o IFN-  que 

é a principal citocina envolvida na ativação dos macrófagos (Boehm et al. 1997). O IFN-  produzido 

principalmente pelos linfócitos Th1 ativados, age sobre macrófagos e células dendríticas, além de 

outras células, potencializando a ação microbicida através do aumento da fagocitose e levando a uma 

maior produção de IL-12, TNF-  e mediadores da oxidação, fatores que levam a destruição da bacté-

ria dentro das células fagocitárias (Chan et al. 1992; Cifone et al. 2001; Schluger 2001; Flynn & 

Chan 2001). Diversos estudos envolvendo camundongos têm demonstrado que as células Th1 são 

requeridas no controle da infecção (Orme & Collins 1984; Caruso et al. 1999). Acredita-se que a 

resposta imune Th1 específica em indivíduos com TB é eficaz e protetora, uma vez que defeitos em 

receptores de citocinas cruciais como do IFN-  e da IL-12 estão associados com a suscetibilidade à 

infecção (Cooper et al. 1993; Newport et al. 1996; Park et al. 2008).  

A avaliação da resposta imune específica aos antígenos MPT-51, GLcB e ESAT-6 de Mtb de 

pacientes com tuberculose pulmonar, demonstrou a existência de linfócitos TCD4+CD45RO+ positi-



vos tanto para IFN-  quanto para IL-10. No mesmo estudo, resultados semelhantes foram obtidos 

para os linfócitos TCD8 efetores (Araújo-Filho et al. 2008). Camundongos imunizados com o antí-

geno recombinante MPT-51 e desafiados com Mtb também apresentaram células T efetoras e de 

memória específicas produtoras de IFN-  no baço e no linfonodo poplíteo dos animais imunizados. 

A presença de altos níveis de anticorpos séricos da classe IgG1 e IgG2a, característicos das respostas 

Th2 e Th1, respectivamente, também foram encontrados (Silva et al. 2009). Esses resultados têm 

sugerido a existência de outras populações celulares envolvidas na proteção para a TB. 

 As células T reguladoras (Treg) são uma subpopulação de células TCD4+, que expressam 

constitutivamente a cadeia  do receptor de IL-2 (CD25) na superfície. O desenvolvimento e as fun-

ções dessas células são veiculados pelo fator de transcrição FOXP3 que também se faz um marcador 

de Treg (Fontenot et al. 2003, 2005). Em indivíduos saudáveis, constituem cerca de 5-10% de células 

TCD4+ circulantes. Essas células são essenciais para prevenir a autoimunidade e também regulam 

respostas imunes exacerbadas, através da produção de citocinas como IL-10 e TGF- , suprimindo 

assim a ativação de células TCD4+ e TCD8+, principalmente contra patógenos que estabelecem in-

fecções persistentes (James et al. 2000; Ribeiro-Rodrigues et al. 2006).  

O envolvimento das células Treg na TB ainda não é totalmente conhecido. O primeiro sinal 

da participação destas células na TB foi proposta por Oldenhove et al (2003) que demonstraram que 

camundongos com depleção de células TCD4+CD25+ apresentaram altos níveis IFN-  após infecção 

com Mtb (Oldenhove et al. 2003). Posteriormente, a participação destas células na infecção humana 

foi comprovada por Ribeiro-Rodrigues et al (2006) que demonstraram que a tuberculose ativa está 

associada à expansão de células TCD4+CD25high que reprimem a ação de linfócitos T específicos 

(Ribeiro-Rodrigues et al. 2006). Estudos recentes mostram que o número de células Treg 

CD4+CD25+FOXP3+ no sangue periférico e nos sítios de infecção em pacientes com tuberculose 

ativa estão aumentados. Sabe-se que estes linfócitos T isolados do sangue são capazes de suprimir a 

produção de IFN- . Portanto, sugere-se que células CD4+CD25+FOXP3+ podem suprimir a imunida-

de ao Mtb e assim contribuir para a patogênese da tuberculose humana (Chen et al. 2007). Hougardy 

et al (2007a) encontrou altos níveis de células Treg (CD4+CD25highFOXP3+CD127low) no sangue 

periférico de pacientes com tuberculose, em comparação com pacientes com TB latente, indivíduos 

saudáveis e controles não infectados. Eles também demonstraram que células T reguladoras com 

fenótipo CD4+CD25highFOXP3+CD127low podem ser expandidas in vitro com antígenos micobacteri-

anos de indivíduos portadores de infecção latente. Indivíduos saudáveis não apresentam expansão 

destas populações celulares. Durante a infecção, a principal função das células Treg 

(CD4+CD25+FOXP3+) poderia ser o controle da inflamação intensa, induzida no local da infecção, 

evitando danos teciduais (Hougardy et al. 2007b). No entanto, esta regulação imune pode contrariar a 

função das células T efetoras CD4+ e CD8+ e paradoxalmente atrapalhar o controle de infecção 

(Burl et al. 2007).  



Já foram caracterizados vários fenótipos de células Treg através das citocinas produzidas por 

tais células. Células TCD4+CD25+ produtoras de IL-10 são caracterizadas como células Tr1 (Fonte-

not et al. 2003). Já as células com o mesmo fenótipo, porém produtoras de TGF-  são chamadas de 

células Th3 (Fontenot et al. 2003). Existem também as células Treguladoras naturais 

(TCD4+CD25+) formadas no timo durante o processo de desenvolvimento e maturação dos linfóci-

tos T (Belkaid & Rouse 2005). As células TCD4+ com fenótipo regulador, produtoras de citocinas 

anti-inflamatórias como a IL-10 e o TGF-  já foram identificadas em pacientes com tuberculose ati-

va antes da caracterização de células Treg nesses pacientes (Gerosa et al. 1999). Além da produção 

de citocinas inibitórias, outro mecanismo de inibição das células Treg é o consumo de IL-2 do meio, 

impedindo a proliferação de células (Belkaid & Rouse 2005). Além disso, elas possuem a capacidade 

de induzir inibição por contato direto com outras células através da expressão da molécula de super-

fície CTLA-4, que se liga nas moléculas co-estimuladoras das células apresentadoras de antígenos e 

dos linfócitos T, induzindo sinais intracelulares inibitórios (Shevach 2002). 

Outra subpopulação de células T auxiliares que foi recentemente descrita e demonstrada em 

indivíduos com tuberculose ativa e latente (Scriba et al. 2008; Curtis & Way 2009; Chen et al. 2010) 

é a Th17. Esta subpopulação expressa seletivamente o receptor da IL-23 (IL-23R), o CCR6 e o fator 

de transcrição que induz a diferenciação dessas células em humanos que é o RORc2 e são geradas na 

presença de IL-23, IL-1, IL-6 e TGF-  sozinhas ou combinadas (Annunziato et al. 2007; Kimura et 

al. 2007; Van de Veerdonk et al. 2009; Crome et al. 2009). As células Th17 constituem uma subpo-

pulação de linfócitos TCD4+ que produzem várias citocinas inflamatórias como IL-17A, IL-17F, IL-

21, IL-22 e IL-23 e por isso caracterizada como células pró-inflamatórias. Estas citocinas são res-

ponsáveis por ativar outros tipos celulares e induzir uma intensa resposta inflamatória. Evidências 

recentes têm sugerido que durante a infecção com Mtb, há produção de IL-17 por células Th17, ape-

sar do seu papel na doença ser controversio, uma vez que podem recrutar células Th1 através da pro-

dução de quimiocinas (Khader et al. 2007). Tem sido descrito que as células Th17 estão envolvidas 

nos estágios iniciais da infecção, durante a formação do granuloma, através do recrutamento de neu-

trófilos (Curtis & Way 2009; Pelletier et al. 2009). A eliminação de células Th17 em camundongos 

leva a um acúmulo de células Th1 no pulmão e um aumento do dano tecidual, indicando o papel cru-

cial destas células na patogenia da TB (Khader et al. 2007). Além disso, citocinas Th1, como o IFN-  

regulam negativamente a indução de IL-17 (Cruz et al. 2009). 

As citocinas pró-inflamatórias, como a IL-17 e o TNF- , também são associados com doen-

ças auto-imunes como, por exemplo, a artrite reumatóide (AR) (Furuzawa-Carballeda et al. 2007). A 

artrite reumatóide é uma doença auto-imune de etiologia ainda não totalmente elucidada caracteriza-

da por uma inflamação crônica das articulações (Aarvak & Natvig 2001). A destruição do tecido 

cartilaginoso e ósseo se deve à atuação de citocinas pró-inflamatórias e metaloproteinases sintetiza-

das em excesso, que em ação conjunta com macrófagos, fibroblastos, células dendríticas e linfócitos 



T e B contribuem para a patogênese dessa doença (Arend & Dayer 1995; Weyand et al. 2000; Ska-

penko et al. 2006). A resposta imune dos pacientes com AR envolve a ativação de vários subtipos de 

células T, células B e produção de auto-anticorpos (fator reumatóide) (van Venrooij et al. 2006). As 

células TCD4+ ativadas estimulam a produção de citocinas por monócitos, macrófagos e fibroblastos 

sinoviais. As principais citocinas produzidas são IL-1, IL-6 e TNF-  que estimulam as células da 

membrana sinovial a produzir colagenases e outras proteases ativando os condrócitos que promove-

rão a destruição da cartilagem (Lipski 2006; Choy et al. 2001). Tem sido descrito que o TNF-  e as 

subpopulações de células Th1 e Th17 são os principais responsáveis pela reação inflamatória na do-

ença (Aarvak et al. 1999; Furuzawa-Carballeda et al. 2007; Andersson et al. 2008). 

Em países endêmicos para a TB, os pacientes com AR assim como a população em geral, po-

dem ser expostos ao M. tuberculosis e podem desenvolver tuberculose ativa ou infecção latente. O 

alvo do tratamento da AR são os sintomas clínicos, nas quais são administradas drogas antiinflama-

tórias, glicocorticóides e drogas modificadoras do curso da doença para tratar a dor e melhorar a qua-

lidade de vida do paciente. Porém, tem sido observado que nem sempre os pacientes respondem bem 

a esse tratamento, permanecendo com sintomas articulares importantes ou podem apresentar efeitos 

colaterais graves (Lipski 2006; Bértolo et al. 2007). Avanços biotecnólogicos recentes permitiram 

uma melhor compreensão da fisiopatogenia da doença e a produção de agentes biológicos genetica-

mente construídos dirigidos contra elementos considerados com papel central na instalação e pro-

gressão da sinovite reumatóide e o conseqüente bloqueio da destruição cartilaginosa e óssea, como as 

citocinas IL-1 e TNF- . Nesses casos, onde os pacientes persistem com sintomatologia são indicados 

os agentes biológicos, como os anti-TNF-  (Bértolo et al. 2007). O bloqueio do TNF-  tem um efei-

to mais global na inflamação da AR quando comparado ao bloqueio de outras citocinas, como a IL-1 

por exemplo (Choy et al, 2001). Porém, a terapia utilizando antiinflamatórios e drogas inibidoras de 

TNF-  têm sido associadas com a reativação da tuberculose em pacientes com AR (Keane 2001; 

Wallis et al. 2001; Gardam et al. 2003). E como já foi dito anteriormente, o TNF-  assim como ou-

tras citocinas pró-inflamatórias, possui papel essencial na tuberculose na formação e manutenção dos 

granulomas (Wangoo et al. 2005; Flynn & Chan 2001). A partir disso, os pacientes com AR consti-

tuem um grupo de alto risco de desenvolvimento da TB ativa. 

A resposta imune humoral, induzida por linfócitos Th2, não é protetora para a tuberculose, 

mas pode sim comprometer a imunidade mediada por células Th1. As citocinas produzidas pelas 

células Th2 induzem a produção de anticorpos pelos linfócitos B e inibem a ativação de células, re-

gulando a resposta imunológica exacerbada (Silva & Boéchat 2004; Maglione et al. 2007). Caracte-

rizam-se pela produção de citocinas como IL-4 e IL-5, que ativam os linfócitos B. Estes se transfor-

mam em células secretoras de anticorpos, os plasmócitos. Entretanto, estes anticorpos específicos 

para o agente bacteriano parecem conferir pouca ou nenhuma imunidade protetora contra a micobac-

téria (Maglione et al. 2007). Os anticorpos irão opsonizar Mtb e suas proteínas secretadas, facilitando 



o reconhecimento pelas células do sistema imune (Flynn & Chan, 2001). Modelos murinos de infec-

ção com Mtb contestam a ação dos anticorpos e, por conseguinte dos linfócitos B na proteção a esta 

infecção, mesmo demonstrando a presença de estruturas semelhantes a folículos linfóides ricos em 

linfócitos B nos granulomas pulmonares (Orme 2003; Junqueira-Kipnis et al. 2006). O papel dos 

anticorpos na resposta imune humana à tuberculose é pobremente entendido e na maioria das vezes é 

utilizado apenas para o diagnóstico da doença. Além disso, a IL-4 reduz a apoptose de células infec-

tadas mediada por TNF- , aumenta a proliferação de células T reguladoras e contribui para a imuno-

patologia da doença através do aumento da fibrose pulmonar (Rook 2007). 

 

1.7 Mecanismos de Evasão da Micobactéria 

 

A interferência nos mecanismos de defesa do hospedeiro é crucial para a sobrevivência de 

Mtb nas células e para instalar a infecção que pode resultar no desenvolvimento da doença ativa 

(Daffé & Ettiene 1999). Mtb utiliza diferentes estratégias para escapar da resposta imunológica no 

indivíduo infectado. Como exemplo, a presença da bactéria no interior dos macrófagos e células 

dendríticas, induz a diminuição da expressão de moléculas de MHC II, necessárias para a apresenta-

ção de antígenos micobacterianos, reduzindo assim a apresentação antigênica e favorecendo a persis-

tência dentro do seu nicho (Hmama et al. 1998; Kaene et al. 1997). 

As micobactérias patogênicas são capazes de inibir a fusão do fagossoma com o lisossoma a-

través da liberação de derivados sulfatados a partir de uma glicoproteína presente na sua parede celu-

lar (trehalose 2-sulfato) que impede a maturação do lisossoma. Além disso, uma proteína de superfí-

cie que possui aspartato e triptofano (TACO) é retida no fagossoma primário pela micobactéria e 

impede a fusão com os lisossomas maduros (Kaene et al. 1997; Kaufmann 2001). Caso ocorra a uni-

ão do fagossoma com o lisossoma, as micobactérias liberam grandes quantidades de amônia e alcali-

nizam o conteúdo intralisossomal, inativando enzimas que seriam importantes no combate a mico-

bactéria (Flynn & Chan 2001; Ulrich & Kaufmann 2006).  

Mtb apresenta algumas estratégias para obter ferro (Fe3+), que é necessário para sua sobrevi-

vência, mas também é importante para os macrófagos que o utilizam como co-fator para indução de 

mecanismos bactericidas. No macrófago infectado inicia-se então uma competição para aquisição 

desta molécula. As células do hospedeiro adquirem o ferro através do receptor transferrina (TfR) que 

captura o ferro extracelular e o internaliza. Este complexo se dirige aos endossomas primários, com-

partimento onde as condições de pH facilitam a liberação do ferro da transferrina e este pode então 

ser utilizado. O Mtb possui sideróforos, que são moléculas especializadas que tem alta afinidade pelo 

ferro intracelular. Os sideróforos se ligam ao ferro e o transferem para micobactinas, fatores quelan-

tes de ferro que competem com a transferrina na captura deste elemento (Collins & Kaufmann 2001).



A complexa parede celular de Mtb, que pode ser visualizada através da microscopia eletrôni-

ca em células infectadas, separa as micobactérias do conteúdo fagolisossomal, que seria potencial-

mente tóxico para o patógeno. Presume-se que o conteúdo lipídico da parede celular impede a degra-

dação do bacilo pelas enzimas das células de defesa do hospedeiro. Além disso, existem na parede 

celular algumas substâncias, como a catalase, a peroxidase e a superóxido desmutase, que são capa-

zes de inativar intermediários reativos do oxigênio e do nitrogênio, que seriam capazes de atravessar 

a parede da micobactéria e induzir a sua destruição (Daffé & Ettiene 1999; Maldonado 1999). 

Alguns componentes específicos da parede celular, como a LAM, são considerados modula-

dores da resposta imune, uma vez que isolados de M. tuberculosis têm causado supressão da prolife-

ração de linfócitos T (Chatterjee et al. 1991) e interferindo na ativação dos macrófagos (Sibley et al. 

1988). Além disso, a LAM inibe a ativação da proteína quinase e está diretamente envolvida na eva-

são aos mediadores da oxidação (Chan et al. 1991). Os glicolipídeos fenólicos e o fosfatidil inositol 

presente na parede das micobactérias também são capazes de inibir a proliferação de macrófagos e 

de linfócitos, inibindo os principais mecanismos bactericidas (Mohagheghpour et al. 1998).  

Analisando as cepas virulentas de M. tuberculosis, encontrou-se uma substância produzida 

pelos bacilos que permitem que eles se unam de forma compacta e paralela no crescimento em meios 

de cultura formando cordões. Essa substância foi chamada de fator Corda ou Trehalose 6,6 dimicola-

to e constitui a parede celular das micobactérias. Esta substância é capaz de inibir a respiração e a 

fosforilação oxidativa através da atuação direta sobre as mitocôndrias. Do mesmo modo, ela inibe a 

migração de leucócitos polimorfonucleares e possui atividade granulomatogênica além de modular a 

produção de citocinas e óxido nítrico na TB (Daffé & Ettiene 1999; Lima et al. 2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. JUSTIFICATIVA 



A tuberculose é uma doença grave que possui tratamento, diagnóstico e prevenção, mas ape-

sar disso, ainda preocupa as organizações de saúde devido ao seu difícil controle e à sua velocidade 

de disseminação. Ainda que nos seus primórdios esta doença tenha sido associada principalmente às 

condições sanitárias e socioeconômicas, hoje se percebe que as barreiras sociais foram abolidas e a 

comorbidade com o HIV e o surgimento de bacilos multi-droga resistentes, predispõem toda a socie-

dade ao risco eminente de se infetar pelo Mtb. 
A cada dia 25.000 pessoas adoecem por tuberculose no mundo todo. Estes números fazem da 

TB a principal causa de morte por doença infecciosa curável em adultos (WHO 2009). No Brasil os 

números também são alarmantes. Em 2007 foram notificados mais de noventa mil casos novos de 

TB no país e a taxa anual de incidência notificada no Estado de Goiás foi de 23,5 por 100.000 habi-

tantes e em Goiânia 25,8 para o mesmo período (MS, DATASUS 2009).  

Apesar da existência de vários métodos laboratoriais para diagnóstico, a erradicação de TB é 

uma meta muito difícil devido ao fato do Mtb ser capaz de permanecer no hospedeiro por longos 

períodos de tempo na forma de latência (Wayne 1994). O controle e processo de eliminação da epi-

demia global de tuberculose são possíveis através da identificação e tratamento de indivíduos com 

TB latente, em particular de indivíduos que recentemente adquiriram a infecção. Além disso, o en-

tendimento da função de muitas subpopulações celulares envolvidas na imunologia da tuberculose 

visa facilitar a resolução destes problemas (Bonecini-Almeida et al. 2004; Brandt et al. 2004). 

 A Prova Tuberculínica, exame utilizado para detecção de tuberculose latente apresenta uma 

série de limitações (Teixeira et al. 2007). Além disso, várias doenças que utilizam drogas imunomo-

duladoras no seu tratamento, como a AIDS e a AR, são consideradas de risco para a progressão de 

tuberculose ativa recentemente adquirida ou para a reativação da infecção remotamente adquirida 

(Gardam et al. 2003; WHO 2009). A compreensão dos fatores imunológicos envolvidos na transição 

da infecção latente para a doença ativa seria fundamental para o combate dessa doença. 

Apesar do vasto conhecimento da imunologia desta infecção, ainda não é possível atingir as 

metas propostas de erradicação, pois muito ainda precisa ser elucidado (Ardeleanu et al. 2004). De-

vido a essas observações que têm sido feitas acerca de diversas subpopulações celulares envolvidas 

na resposta imune contra o M. tuberculosis, um estudo mais detalhado que vise esclarecer os meca-

nismos imunológicos dessa doença facilitariam o entendimento da sua patogenia e permitiriam o 

desenvolvimento de novos testes diagnósticos e vacinas mais eficientes.  

Em virtude disso, a avaliação da resposta imune das subpopulações de linfócitos T auxiliares 

(Th1, Th17 e T reguladores) através da investigação das diferentes citocinas produzidas por estas 

células em indivíduos saudáveis, indivíduos com infecção latente, pacientes com TB ativa, pacientes 

com AR e pacientes com AR que desenvolveram TB ativa em resposta ao antígeno recombinante 

GLcB do M. tuberculosis podem contribuir para o entendimento do mecanismo de combate à TB.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. OBJETIVOS 



3.1 Objetivo Geral: 

 

Avaliar a participação das subpopulações de células Th1, Th17 e T reguladoras no desenvolvimento 

da tuberculose ativa  

 

3.2 Objetivos específicos: 

 

- Avaliar por citometria de fluxo o fenótipo das células Th1, Th17 e T reguladoras de pacientes com 

tuberculose pulmonar ativa, tuberculose latente (PT positivos) e controles saudáveis (PT negativos). 

 

- Determinar a resposta imune de células Th1, Th17 e T reguladoras específicas ao antígeno recom-

binante GLcB de pacientes com tuberculose pulmonar ativa, tuberculose latente (PT+) e controles 

saudáveis (PT-) avaliando-as quanto à sua positividade para IFN- , IL-17, IL-10 e TGF-  através da 

citometria de fluxo 

 

- Verificar e analisar o papel das células Th1, Th17 e Treg em uma coorte de pacientes com artrite 

reumatóide classificados em PT+ e PT  com a resposta imune observada em pacientes com AR que 

desenvolveram TB. 

 

- Analisar a atividade das células Th1, Th17 e T reguladoras em indivíduos com tuberculose ativa 

(TB e TBAR). 

 

- Avaliar a função específica das células T reguladoras de pacientes com tuberculose pulmonar ativa 

através de ensaio funcional realizado in vitro observando a proliferação celular. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. METODOLOGIA 



4.1 População de estudo 

 

A coleta das amostras do estudo de corte transversal que envolveu a avaliação dos pacientes 

com tuberculose pulmonar ativa foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa Médica Humana e 

Animal do Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Goiás de acordo com o Processo 

HC/UFG n. 055/2009 (ANEXO 1). Foram recrutados 21 pacientes com tuberculose pulmonar ativa 

(média de idade = 41.9 anos), independente da etnia, sexo ou idade, com diagnóstico de tuberculose 

confirmado por baciloscopia, exame radiológico positivo ou cultura de M. tuberculosis positiva. 

Controles saudáveis pareados por sexo e idade aos pacientes selecionados foram recrutados, totali-

zando 12 controles saudáveis PT negativos e 11 controles saudáveis PT positivos. Todos os indiví-

duos foram recrutados no Hospital de Doenças Tropicais Anuar Auad (HDT) e no Hospital das Clí-

nicas de Goiânia (HC).  

Em virtude de avaliar a resposta imune envolvida na transição da infecção latente para a do-

ença ativa, realizamos um estudo longitudinal onde foram recrutados 25 pacientes com artrite reuma-

tóide (média de idade = 51 anos) que foram acompanhados durante o período de um ano (2008-

2009). Esses pacientes recrutados eram ou não candidatos ao uso de drogas inibidoras do TNF- , 

independente da etnia ou do sexo, com diagnóstico de artrite reumatóide confirmado de acordo com 

os critérios de classificação do Colégio Americano de Reumatologia (American College of Rheuma-

tology 2002). Apesar de nenhum dos pacientes terem sido submetidos ao tratamento com drogas an-

ti-TNF- , durante o acompanhamento destes pacientes, três deles (média de idade = 48.3 anos) de-

senvolveram tuberculose pulmonar ativa ao longo do estudo. A partir disso, avaliamos também a 

resposta imune dos pacientes com AR (n=22) e dos pacientes com AR que desenvolveram TB ativa 

(TBAR=3). Este estudo também foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Médica Humana e 

Animal do Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Goiás de acordo com o Processo 

HC/UFG n. 195/07 (ANEXO 2). Todos os pacientes com AR foram recrutados no Hospital das Clí-

nicas de Goiânia (HC). Indivíduos menores de 18 anos, portadores de qualquer imunodeficiência ou 

infectados pelo HIV não foram incluídos nesse estudo. 

 

4.2 Coleta das amostras 

 

Depois de preenchido e assinado o termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXOS 3 e 

4) e um questionário sócio-epidemiológico (ANEXOS 5 e 6), amostras de sangue periférico foram 

obtidas por punção intravenosa a vácuo através da coleta de 20 mL de sangue em tubos Vacuntainer 

contendo heparina (Becton & Dickinson) dos indivíduos controles e dos pacientes com tuberculose 

no momento do diagnóstico, até no máximo 5 dias de tratamento. A coleta das amostras dos pacien-

tes com artrite reumatóide foi feita durante consulta de rotina para acompanhamento da terapêutica. 



Todo o material utilizado era descartável e o procedimento de coleta de sangue seguiu as normas de 

biossegurança padronizadas pela ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária). 

 

4.3 Realização da Prova Tuberculínica 

 

Todos os controles deste estudo e os pacientes com AR foram submetidos à prova tuberculí-

nica (PT) para permitir a classificação em indivíduos PT negativa ou PT positiva. O teste consistiu 

na aplicação intradérmica de 100 -23551 (Statens Serum Institut, Copenhagen, Denmark) 

no antebraço esquerdo de cada participante. A leitura da enduração cutânea foi realizada 72 horas 

após a aplicação e os controles que apresentaram enduração maior ou igual a 10mm foram classifi-

cados como PT positivos (TB latente), enquanto os pacientes com AR foram classificados em PT 

positivos quando apresentaram enduração maior ou igual a 5mm, conforme preconizado pela OMS. 

 

4.4 Antígeno Protéico 

 

Neste estudo, foi utilizado o antígeno protéico recombinante GLcB (rGLcB) de M. tuberculo-

sis, que foi produzido no Laboratório de Imunopatologia das Doenças Infecciosas do Instituto de 

Patologia Tropical e Saúde Pública da Universidade Federal de Goiás. 

 

4.5 Obtenção de Células Mononucleares do Sangue Periférico e Cultura Celular  

 

Células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram isoladas por centrifugação em 

gradiente de densidade com Ficoll-Paque Plus (Amersham Bioscience, Upsla, Sweeden). O sangue 

total coletado foi diluído em solução salina tamponada com fosfato (PBS 0,9% estéril) na proporção 

de 1:1 e em seguida pipetado cuidadosamente em 3 vezes o volume em solução de Ficoll-Paque Plus 

(Amersham Bioscience, Upsla, Sweeden) em um tubo de poliestireno tipo Falcon 50mL (TPP, Swit-

zerland) sendo, posteriormente centrifugado a 1000 x g por 20 minutos a 23ºC formando assim uma 

interface entre os líquidos (anel branco). O anel de células mononucleares foi coletado usando pipeta 

Pasteur e transferido para um novo tubo de poliestireno tipo Falcon 15mL (TPP, Switzerland). Para 

lavagem do mesmo, foi adicionado 12mL de PBS 0,9% e decorrido o período de centrifugação de 10 

minutos a 1000 x g a 4ºC o sobrenadante foi desprezado e o sedimento celular foi ressuspendido em 

2mL de meio RPMI completo (RPMI Médium 1640 GIBCOTM + 0,15% de Bicabornato de sódio, 

10% de soro bovino fetal, 1% de L-glutamina 200mM SIGMA®, 1% de Penicilina-estreptomicina 

SIGMA®, 1% de Piruvato de sódio SIGMA®, 1% de Aminoácidos não essenciais 100X SIGMA®). A 

concentração celular foi ajustada para 2x105 células/mL por orifício após a contagem em câmara de 

Neubauer. Foram pipetados 200 l da suspensão celular em cada poço da placa de cultura celular de 



poliestireno de 96 orifícios (Cell WellsTM ) e as células foram cultivadas na ausência de estímulo 

(MEIO), estimuladas com PHA (Phytohemagglutinin GibcoBRL Cat. Nº 10576-015 Life Technolo-

giesTM ) em um dos orifícios e em outro com o antígeno rGLcB na concentração de 1 g/ml em estufa 

a 5% de CO2 na temperatura de 37ºC durante 4 horas (ex vivo). 

 

4.6 Análise das subpopulações de células T (Th1, Th17 e T reguladoras) quanto à positividade 

para as citocinas IFN- , IL-17, TGF-  e IL-10  

 

As culturas de PBMCs foram tratadas com monensina para o bloqueio do complexo de golgi 

(Golgi Stop BDTM) e incubadas por 4-6 horas a 37ºC em estufa a 5% de CO2. Após esta etapa foram 

acrescentados 200µL de PBS azida sódica em cada orifício das placas de cultura celular e estas fo-

ram incubadas por 15 minutos a 4ºC. Após centrifugação a 2000 xg por 5 minutos a 4ºC, o sobrena-

dante foi cuidadosamente desprezado e foram adicionados 10µL de cada anticorpo monoclonal de 

superfície celular, seguindo a marcação de cada painel para determinada subpopulação (painel 1 = 

Th1; painel 2 = Treg IL-10+; painel 3 = Treg TGF- + e painel 4 = Th17), conforme quadro 1. Foram 

utilizados controles de isotipos em cada experimento. Após incubação por 30 minutos a 4°C, as sus-

pensões celulares foram tratadas com PBS paraformaldeído 0,4%; azida sódica 0,1% por 15 minutos 

a 4°C. Depois de centrifugadas a 5000 xg por minutos, 100µL de Perm Wash (Perma/WashTM Buffer 

10x stock) foi adicionado a cada orifício da placa de cultura celular e incubado por 5 minutos a 4°C. 

Após centrifugação a 5000 xg por 5 minutos a 4ºC, foram adicionados 10µl de cada anticorpo mono-

clonal para marcação intracelular, conforme quadro 1. Todos os anticorpos utilizados eram da eBios-

cience ou da BD Pharmingen. As células foram incubadas por 30 minutos a 4ºC e em seguida foi 

acrescentado Perm wash 1X, centrifugando em 5000 xg por 5 minutos a 4ºC. As células foram res-

suspendidas em PBS, azida sódica 0.1%. As aquisições foram realizadas em citometro de fluxo (BD 

FAC Scalibur, San Jose, Califórnia) no Hospital Araújo Jorge. Para obtenção do número absoluto de 

células TCD4+ e T reguladoras no sangue periférico dos indivíduos estudados, a porcentagem de 

cada uma dessas subpopulações foi multiplicada pelo total de leucócitos de cada indivíduo. 

 
4.7 Imunocitoquímica 
 

  Foi realizada imunocitoquímica de PBMCs de pacientes e controles saudáveis para confir-

mar a presença de células T reguladoras no sangue periférico destes indivíduos. As células submeti-

das a imunocitoquímica foram tratadas conforme descrito por Valli et al (2009). Previamente, as 

PBMCs foram concentradas usando a técnica de Citospin, foram fixadas na lâmina com acetona 

(Merck KGaA, Darmstadt, Germany) , e em seguida embebidas em uma solução salina tamponada 

com Tris (TBS) e incubadas com TBS e peróxido de hidrogênio (3%, pH 7.4) por 20 minutos. As 

amostras foram incubadas com anticorpos primários monoclonais (anti-CD4, anti-CD25 e anti-



FOXP3 da Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) por 18 horas a 4ºC. Após lavagem com TBS, 

as amostras foram tratadas com EnVision®+ Dual Link System-HRP (Dako Corporation, Carpinteria, 

CA) ou LSAB® -

diaminobenzidina (DAB) (Dako) por 2 a 5 minutos e coradas com hematoxilina de Mayer e protegi-

das da luz. Amostras de tonsilas foram usadas como controles positivos para todas as marcações. 

Controles negativos foram obtidos pela omissão dos anticorpos primários e substituição do TBS por 

PBS com 1% de Soro Bovino Fetal e soro de coelho (X0902, Dako) ou camundongo (X501-1, Dako) 

não-imunes. A técnica de imunocitoquímica foi realizada no Laboratório de Patologia Bucal da Fa-

culdade de Odontologia da Universidade Federal de Goiás. As lâminas foram analisadas no micros-

cópio Axio Scope.A1 (Carl Zeiss) e as fotomicrografias foram feitas no programa Axion Vision 4.7. 
 

4.8 Ensaio Funcional  

 

 Foi avaliada a função das células Treg na tuberculose através da avaliação da inibição da pro-

liferação celular. Células TCD4+ foram separadas através da marcação com anticorpos conjugados 

com esferas magnéticas e obtidas por seleção negativa conforme protocolo do kit de isolamento de 

células T reguladoras humanas (Regulatory T Cell Isolation Kit II for human, MACS, Miltenyi Bio-

tec ). Células CD4+CD25+CD127dim/- foram isoladas de PBMCs de pacientes com tuberculose pul-

monar ativa, onde células CD4+ foram selecionadas negativamente através da marcação com um 

coquetel de anticorpos monoclonais conjugados com esferas magnéticas contendo anti-CD8, anti-

CD19, anti-CD123 e anti-CD127 e foram passadas por uma coluna de separação magnética. A solu-

ção eluida contendo somente células CD4+ foi submetida à nova marcação celular com anticorpo 

monoclonal conjugado com esferas magnéticas anti-CD25 e submetida a uma nova passagem em 

coluna de separação magnética. As células que ficaram na coluna caracterizadas como células Treg 

(CD4+CD25+) foram eluidas por pressão da coluna. PBMC total autólogo foram tratados com CFSE 

(10 

(2x105cels/mL) em meio RPMI completo (RPMI Médium 1640 GIBCOTM + 0,15% de Bicabornato 

de sódio, 10% de soro bovino fetal, 1% de L-glutamina 200mM SIGMA®, 1% de Penicilina-

estreptomicina SIGMA®, 1% de Piruvato de sódio SIGMA®, 1% de Aminoácidos não essenciais 

100X SIGMA®) na estufa 5% de CO2 a 37ºC na presença de anti-CD3 (1ng/mL) (clone UCHT1). As 

células Treg separadas magneticamente (1x106 cells/mL) foram pré-ativadas com rIL-2 (5U/mL) e 

foi realizada co-cultura com PBMCs total autólogo marcado com CFSE na presença PHA (1 

C com 5% CO2 a análise da proli-

feração celular das co-culturas [Treg (2):PBMC(1)] foi realizada por citometria de fluxo (BD FAC 

Scalibur, San Jose, Califórnia) no Hospital Araújo Jorge.  

 



4.9 Análise Estatística 

 

Para análise da aquisição foram utilizados o programa BD FACSDiva Software®. A tabulação 

e construção dos gráficos foram feitas através dos programas GraphPad Prism 5 Microsoft ® e Ex-

cel®. A mediana e o desvio padrão, bem como a amplitude de variação dentro de cada grupo foram 

calculados para avaliar os resultados. Depois de analisar a normalidade dos dados através de gráficos 

quantitativos, foi utilizado o teste de ANOVA (Kruskal Wallis) para comparar as variações entre os 

grupos. Como a variação da magnitude de cada grupo não foi diferente, um F-teste e um valor de p 

foram calculados para predizer as diferenças entre os resultados médios de cada grupo. Um teste pos 

hoc (test t de Student ou Mann Whitney-Wilcoxon) foi utilizado para avaliar se cada par de grupos 

específicos eram diferentes uns dos outros. Os valores de p inferiores a 0,05 foram considerados es-

tatisticamente significativos (p<0,05). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Quadro 1. Anticorpos utilizados na citometria de fluxo para marcação celular. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FITC: Isotiocianato de Fluoresceína, PE: Ficoeritrina, PerCP: Proteína Peridinina de Clorofila, APC: Alofico-
cianina. O clone de cada anticorpo utilizado está indicado entre parênteses.  

 

Anticorpos Painel FITC PE PerCP APC 

 

 

Superfície  

e Intracelu-

lar  

1 IFN-   

(4S.B3) 

T-bet 

(4B10) 

 CD4  

(RPA-T4) 

2 FOXP3  

(PCH101) 

IL-10  

(JES3-9D7) 

CD25  

(BC96) 

CD4  

(RPA-T4) 

3 FOXP3  

(PCH101) 

TGF-   

(TB21) 

CD25  

(BC96) 

CD4  

(RPA-T4) 

4 IL-23R  

(BAF1400) 

IL-17  

(64DEC17) 

 CD4  

(RPA-T4) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. RESULTADOS 



5.1 Perfil sócio-epidemiológico dos participantes 

 

 A população do estudo transversal incluiu 21 pacientes com tuberculose pulmonar ativa, com 

média de idade de 41.9 anos, variando de 23 a 60 anos de idade. Somente 38,09% desses pacientes 

eram do sexo feminino (n=8) enquanto 61,91% eram do sexo masculino (n=13). Destes, 19,04% não 

eram vacinados com BCG (n=4) e 14,28% não souberam responder e não apresentavam cicatriz va-

cinal (n=3), enquanto todos os indivíduos PT- eram vacinados com BCG na infância e somente 

18,18% dos indivíduos PT+ não eram vacinados (n=2).  

A população do estudo longitudinal incluiu 22 pacientes com artrite reumatóide (AR) com 

média de idade de 51.0 anos, variando de 21 a 75 anos de idade. Destes pacientes, somente 9% eram 

do sexo masculino (n=2) enquanto a maioria era do sexo feminino 90,9% (n=20). Dos pacientes com 

AR 36,3% (n=8) não eram vacinados com BCG e 9% (n=2) não souberam responder e não apresen-

tavam cicatriz vacinal. A média de idade dos pacientes com TBAR foi de 48.3 anos, variando de 41 a 

62 anos. Todos os pacientes com TBAR eram do sexo feminino (n=3) e 33,3% (n=1) não apresenta-

vam cicatriz vacinal de BCG e não souberam responder sobre a vacinação. Os resultados podem ser 

analisados na tabela 1. Somente 18,18% dos pacientes com AR apresentaram resultado da PT positi-

va (n=4). Porém, nenhum dos pacientes que desenvolveram tuberculose ativa, era PT positivos. 

 

5.2 Análise das células TCD4+ 

 

 Para analisar as diferentes subpopulações de células T auxiliares (CD4+), inicialmente anali-

sou-se a porcentagem das células TCD4+ e o total dessas células no sangue periférico de pacientes 

com TB ativa, indivíduos com TB latente e controles saudáveis. As células dos pacientes e dos con-

troles PT negativos e PT positivos foram analisadas por citometria de fluxo. Inicialmente as células 

foram analisadas de acordo com o tamanho (FSC) e a granulosidade (SSC), onde foi selecionada a 

população de linfócitos (Figura 2A). Em seguida, foi realizada a seleção da população de células 

CD4+ de acordo com a fluorescência, utilizando o parâmetro da granulosidade (Figura 2B). A por-

centagem destas células foi avaliada e comparada com indivíduos com TB latente e controles saudá-

veis. Observou-se que pacientes com TB ativa apresentavam porcentagem similar de células TCD4+ 

comparado aos indivíduos com TB latente e aos controles saudáveis (Figura 2C). Porém, quanto à 

quantidade total de células TCD4+ verificou-se que pacientes com TB ativa tinham maior quantidade 

dessas células no sangue periférico quando comparado com indivíduos saudáveis, mas não apresen-

tam diferença significativa quando comparou-se com indivíduos com TB latente (Figura 2D). 
 

5.3 Análise de células Th1 IFN- +  



 As células dos pacientes com TB ativa e dos controles PT negativos e PT positivos foram 

analisadas por citometria de fluxo de acordo com os parâmetros necessários para caracterizar as sub-

populações celulares. Inicialmente as células foram analisadas de acordo com o tamanho (FSC) e a 

granulosidade (SSC), onde foi selecionada a população de linfócitos (Figura 3A). Em seguida, foi 

realizada a seleção da população de células CD4+ de acordo com a fluorescência, utilizando o parâ-

metro da granulosidade (Figura 3B). A partir destes linfócitos foram selecionadas as subpopulações 

celulares de interesse de acordo com cada marcador específico. Para selecionar as células Th1 

(CD4+T-bet+IFN- +), caracterizou-se as células T CD4+ que expressavam o fator de transcrição T-bet 

(indutor da produção de IFN- ) e avaliou-se quanto a positividade para IFN-  (Figura 3C). Os paci-

entes com tuberculose, independente da forma clínica da doença (ativa ou latente) apresentam célu-

las Th1 específicas para o antígeno recombinante GLcB (Figura 4C), enquanto que os controles sau-

dáveis PT- não apresentavam células específicas para o referido antígeno (Figura 4C). Além disso, 

notou-se que os pacientes com tuberculose pulmonar ativa apresentam maior porcentagem de células 

Th1 específicas quando comparado com os indivíduos com tuberculose latente (Figura 4C). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 
 
 
 
 
Tabela 1. Características clínicas, radiológicas e laboratoriais dos grupos estudados. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

TB: Tuberculose, PT: Teste de Sensibilidade a Tuberculina, BCG: Bacillus Calmete Guérin  
ng: negativo 
$: Critério de inclusão no grupo controle. 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Características Controles 
Saudáveis  

PT- 
(n=12) 

TB Latente  
PT+ 

(n=11) 

TB Ativa 
(n=21) 

AR 
(n=22) 

TBAR 
(n=3) 

Homens, Nº 
(%) 

8 (66.6) 5 (45.4) 13 (61.9) 2 (9) 0 (0) 

Mulheres, Nº 
(%) 

4 (33.3) 6 (54.5) 8 (38.0) 20 (90.9) 3 (100) 

Idade, anos 37.2 (20-59) 37.1 (21-60) 41.9 (23-60) 51.0 (21-75) 48.3 (41-62) 
BCG,  Nº (%) 12 (100) 9 (81.8) 14 (66,6) 14 (63.3) 2 (66.6) 
PT+,  Nº (%) ng$ 11 (100) 6 (28.5) 4 (18.18) 0 (0) 
TB pulmonar, 
Nº (%) 

ng$ ng 21 (100) Ng 3 (100) 

Cavitação 
Pulmonar, Nº 
(%) 

ng$ ng 7 (33.3) Ng 3 (100) 

Raio-X Suspei-
to,  Nº (%) 

ng$ ng 19 (90.4) Ng 3 (100) 



 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Pacientes com TB ativa apresentam maior número de células TCD4+ totais no sangue periférico. 
Exemplos de Dot Plots de citometria de fluxo representando a seleção de células TCD4+. A, Seleção de linfó-
citos do sangue periférico de um dos pacientes com tuberculose de acordo com os parâmetros de tamanho 
(FSC) e granulosidade (SSC). B, Seleção da população de células TCD4+ de acordo com a fluorescência. C, 
Porcentagem de células TCD4+ de todos os grupos estudados. D, Número absoluto de células TCD4+ de todos 
os grupos estudados. Os resultados representam a mediana (barra central), o desvio padrão (barras superiores 
e inferiores) e amplitude de variação (limites superior e inferior do quadrado) de cada um dos grupos. * Dife-
rença significativa entre os pacientes com TB (n=21) comparados com os controles PT+ (n=11) e PT- (n=12) 
(p<0,05).  
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Figura 3. Exemplos de Dot Plots de citometria de fluxo representando a seleção de células TCD4+T-bet+IFN-

+. A, Seleção de linfócitos do sangue periférico de um dos pacientes com tuberculose após estímulo com 
rGLcB de acordo com os parâmetros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). B, Seleção da população de 
células TCD4+ de acordo com a fluorescência. C, Parâmetros utilizados para quantificação de células 
TCD4+T-bet+IFN- + de um dos pacientes com tuberculose, o qual apresentou 6,5% das células TCD4+ com o 
fenótipo pesquisado (Q2). As análises foram realizadas pelo software BD FACS DIVA. 
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Figura 4. Porcentagens de células TCD4+T-bet+IFN- + de pacientes com tuberculose pulmonar ativa (TB) e 
controles saudáveis (PT- e PT+). Pacientes com TB apresentam maior porcentagem de células Th1 específi-
cas. A, Análise das células cultivadas somente com Meio (controle negativo do teste). Análise das células 
estimuladas com PHA (controle positivo do teste). C, Análise das células estimuladas com rGLcB (estímulo 
específico). Os resultados representam a mediana (barra central), o desvio padrão (barras superiores e inferio-
res) e amplitude de variação (limites superior e inferior do quadrado) de cada um dos grupos. * Diferença 
significativa dos indivíduos PT+ (n=11) e dos pacientes com TB (n=21) comparados com os controles PT- 
(n=12) (p<0,05). 
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5.4 Análise de células Th17 IL-17+  
 

 Após seleção da população de linfócitos (Figura 5A) e destes as células CD4+ (conforme des-

crito na seção anterior, Figura 5B), as células Th17 (CD4+IL-23R+IL-17+) foram caracterizadas 

quanto à expressão do receptor da interleucina 23 (IL-23R) e avaliadas quanto a positividade para 

IL-17 (Figura 5C). Observou-se que pacientes com tuberculose pulmonar ativa apresentavam células 

Th17 específicas ao antígeno recombinante GLcB (Figura 6C) enquanto que as células dos indiví-

duos com tuberculose latente e dos controles saudáveis não responderam especificamente a este antí-

geno (Figura 6C). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Exemplos de Dot Plots de citometria de fluxo representando a seleção de células CD4+IL-23R+IL-
17+. A, Seleção de células mononucleares do sangue periférico de um dos pacientes com tuberculose após 
estímulo com rGLcB de acordo com os parâmetros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). B, Seleção da 
população de células TCD4+ de acordo com a fluorescência. C, Parâmetros utilizados para quantificação de 
células TCD4+IL-23R+IL-17+ de um dos pacientes com tuberculose, o qual apresentou 3,2% das células 
TCD4+ com o fenótipo pesquisado (Q2-1). As análises foram realizadas pelo software BD FACS DIVA. 
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Figura 6. Porcentagens de células TCD4+IL-23R+IL-17+ de pacientes com tuberculose pulmonar ativa (TB) e 
controles saudáveis (PT- e PT+). Pacientes com TB apresentam maior porcentagem de células Th17 específi-
cas. A, Análise das células cultivadas somente com Meio (controle negativo do teste). Análise das células 
estimuladas com PHA (controle positivo do teste). C, Análise das células estimuladas com rGLcB (estímulo 
específico). Os resultados representam a mediana (barra central), o desvio padrão (barras superiores e inferio-
res) e amplitude de variação (limites superior e inferior do quadrado) de cada um dos grupos. * Diferença 
significativa dos pacientes com TB (n=21) comparados com os indivíduos PT+ (n=11) e controles PT- (n=12) 
(p<0,05). 
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5.5 Análise de células T reguladoras
 
 Para avaliar a presença das células T reguladoras, as PBMC obtidas de todos os grupos foram 

concentradas e fixadas em lâminas de vidro com acetona e em seguida foi realizada imunocitoquími-

ca, onde as células foram marcadas com anticorpos monoclonais que caracterizam células T regula-

doras (anti-CD4, anti-CD25 e anti-FOXP3). Observou-se que tanto os pacientes com tuberculose 

ativa e latente quanto os controles saudáveis apresentam células expressando os marcadores analisa-

dos (Figura 7) indicando que há a presença de células reguladoras no sangue periférico destes indiví-

duos.  

 Após constatar a presença de células T reguladoras, as mesmas foram quantificadas pela téc-

nica de citometria de fluxo. Após seleção da população de linfócitos (Figura 8A) e destes as células 

CD4+ (conforme descrito anteriormente, Figura 8B), avaliou-se as células T reguladoras (Treg), que 

foram caracterizadas pela expressão do CD25 (cadeia  do receptor da IL-2) e do fator de transcrição 

FOXP3 (indutor da diferenciação de células T reguladoras) (Figura 8C). 

 Notou-se que tanto indivíduos com tuberculose ativa como latente possuem porcentagem 

(Figura 9A) e número total (Figura 9B) de células T reguladoras específicas ao antígeno recombinan-

te GLcB aumentadas quando comparadas ao controle (p<0,05).  

  



 

 

 
 
Figura 7. Presença de células expressando marcadores de células T reguladoras no sangue periférico de paci-
entes com tuberculose e indivíduos saudáveis. PBMC foram obtidas dos indivíduos em estudo, fixadas em 
lâminas e marcadas com anticorpos monoclonais específicos para CD4, CD25 e FOXP3. Imunocitoquímica, 
aumento original de 20x.  

PT- 

PT+ 

TB 

CD4 CD25 FOXP3 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. Exemplos de Dot Plots de citometria de fluxo representando a seleção de células 
TCD4+CD25+FOXP3+. A, Seleção de linfócitos do sangue periférico de um dos pacientes com tuberculose 
após estímulo com rGLcB de acordo com os parâmetros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). B, Seleção 
da população de células TCD4+ de acordo com a fluorescência. C, Parâmetros utilizados para quantificação de 
células TCD4+CD25+FOXP3+ de um dos pacientes com tuberculose, o qual apresentou 2,8% das células 
TCD4+ com o fenótipo pesquisado (Q2). As análises foram realizadas pelo software BD FACS DIVA.  
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Figura 9. Porcentagens de células T reguladoras (TCD4+CD25+FOXP3+) específicas ao antígeno GLcB de 
pacientes com tuberculose pulmonar ativa (TB) e controles saudáveis (PT- e PT+). Pacientes com TB apresen-
tam maior porcentagem de células Treg específicas. A, Análise da porcentagem de células Treg dos grupos 
analisados. B, Análise do número absoluto de células Treg no sangue periférico dos grupos avaliados. Os 
resultados representam a mediana (barra central), o desvio padrão (barras superiores e inferiores) e amplitude 
de variação (limites superior e inferior do quadrado) de cada um dos grupos. * Diferença significativa dos 
indivíduos PT+ (n=11) e dos pacientes com TB (n=21) comparados com os controles PT-  (n=12) (p<0,05). 
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5.6 Análise de células T reguladoras TGF- +  

 

 Após a seleção das células Treg de acordo com os parâmetros descritos anteriormente, as 

células TCD4+CD25+FOXP3+ foram selecionadas e analisadas quanto à positividade para TGF-  

(Figura 10A). Observou-se que somente os pacientes com tuberculose pulmonar ativa apresentam 

células Treg TGF- + específicas para o antígeno recombinante GLcB comparados com indivíduos 

com TB latente e com os controles saudáveis (Figura 10B) (p<0,05). 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Porcentagens de células Treg TGF- + (TCD4+CD25+FOXP3+ TGF- +) de pacientes com tubercu-
lose pulmonar ativa (TB) e controles saudáveis (PT- e PT+). Pacientes com TB apresentam maior porcenta-
gem de células Treg TGF- + específicas. A, Exemplos de Dot Plots da análise das células Treg TGF- +, onde 
foi feita uma seleção nas células TCD4+CD25+FOXP3+ e estas foram avaliadas quanto à positividade para 
TGF- . B, Análise das células Treg TGF- + de todos os grupos estudados (Meio=controle negativo, PHA= 
controle positivo, GLcB= estímulo específico). Os resultados representam a mediana (barra central), o desvio 
padrão (barras superiores e inferiores) e amplitude de variação (limites superior e inferior do quadrado) de 
cada um dos grupos. * Diferença significativa dos pacientes com TB (n=21) comparados com os indivíduos 
PT+ (n=11) e controles PT- (n=12) (p<0,05). 
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5.7 Análise de células T reguladoras IL-10+  

 

 De acordo com os mesmos parâmetros descritos na seção anterior, foi analisada também a 

positividade das células T reg selecionadas quanto a IL-10 (Figura 11A). Não houve diferença signi-

ficativa na porcentagem de células Treg IL-10+ específicas ao antígeno recombinante GLcB quando 

comparou-se os grupos estudados (Figura 11B). 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Porcentagens de células Treg IL-10+ (TCD4+CD25+FOXP3+IL-10+) de pacientes com tuberculose 
pulmonar ativa (TB) e controles saudáveis (PT- e PT+). Não houve diferença significativa na porcentagem de 
células Treg IL-10+ específicas ao antígeno rGLcB nos grupos estudados. A, Exemplos de Dot Plots da análi-
se das células Treg IL-10+, onde foi feita uma seleção nas células TCD4+CD25+FOXP3+ e estas foram avalia-
das quanto a positividade para IL-10. B, Análise das células Treg IL-10+ de todos os grupos estudados (Mei-
o=controle negativo, PHA= controle positivo, GLcB= estímulo específico). Os resultados representam a me-
diana (barra central), o desvio padrão (barras superiores e inferiores) e amplitude de variação (limites superior 
e inferior do quadrado) de cada um dos grupos. 
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5.8 Análise das células de pacientes com alto risco de desenvolvimento de tuberculose ativa 
 

O constante tratamento com antiinflamatórios e drogas anti-TNF-  aos quais os pacientes 

com AR são submetidos, propicia a uma maior susceptibilidade de reativação da TB e consequente-

mente favorece a progressão da doença. Diante disso, a avaliação da resposta imune destes pacientes 

beneficiaria o entendimento do desenvolvimento da TB ativa. Portanto, células Th1, Th17 e T regu-

ladoras de pacientes com AR e daqueles pacientes que apresentam AR e que desenvolveram TB 

(TBAR) foram analisadas por citometria de fluxo conforme já descrito neste trabalho. Os resultados 

mostrados anteriormente para pacientes com tuberculose ativa foram confirmados através da análise 

das subpopulações de células TCD4+ Th1, Th17 e T reguladoras do grupo de pacientes com TBAR.  

Não houve diferença significativa na análise de todas as subpopulações aqui estudadas de pa-

cientes com AR PT+ quando comparado aos pacientes com AR PT-. Portanto, o grupo de pacientes 

com AR constitui tanto os pacientes PT+ quanto os PT-. A análise das células TCD4+ demonstrou 

que pacientes com TBAR apresentam maior número de células, quando comparado com os pacientes 

com AR (Figura 12B). Não observou-se diferença na porcentagem dessas células quando compara-

mos os dois grupos (Figura 12A).  

Pacientes com TBAR apresentaram índices semelhantes aos pacientes com AR, de células 

Th1 específicas ao antígeno rGLcB (Figura 12C). Porém, a presença de tuberculose ativa nos pacien-

tes com AR, induziu o aumento da porcentagem de células Th17 (Figura 12D), porcentagem e núme-

ro absoluto de T reguladoras (Figura 12E e 11F)  e Treg TGF- + (Figura 12G) específicas ao antíge-

no rGLcB quando comparados aos pacientes com AR. Não houve diferença significativa na porcen-

tagem de células Treg IL-10+ (Figura 12H). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Análise das células de paciente com AR e TBAR. A, Porcentagens de células TCD4+. B, Número 
absoluto de células TCD4+. C, Porcentagens de células TCD4+T-bet+IFN- +. D, Porcentagens de células 
TCD4+IL-23R+IL-17+. E, Porcentagens de células TCD4+CD25+FOXP3+. F, Número absoluto de células 
TCD4+CD25+FOXP3+. G, Porcentagens de células TCD4+CD25+FOXP3+TGF- +. H, Porcentagens de células 
TCD4+CD25+FOXP3+IL-10+. Os resultados representam a mediana (barra central), o desvio padrão (barras 
superiores e inferiores) e amplitude de variação (limites superior e inferior do quadrado) de cada um dos gru-
pos. * Diferença significativa dos pacientes com TBAR (n=3) comparados com os pacientes com AR (n=22) 
(p<0,05). 
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5.9 Ensaio Funcional  

 

 Para avaliar o papel das células T reguladoras na tuberculose, PBMCs autólogas marcadas 

com CFSE de pacientes com TB foram co-cultivadas com células Treg purificadas através da sepa-

ração com esferas magnéticas e previamente estimuladas com anti-CD3 e rGLcB. Foi avaliada a pro-

liferação das PBMCs co-cultivadas com células Treg a partir da seleção de células marcadas com 

CFSE. Observou-se que células co-cultivadas com Treg autólogas reduzem a sua proliferação (Figu-

ra 13B) quando comparadas com as células cultivadas sem Treg (Figura 13A). Essa inibição da pro-

liferação é específica, uma vez que as células foram cultivadas com o antígeno rGLcB, mostrando a 

especifidade da regulação. 

 

 
Figura 13. Inibição da proliferação de células autólogas em pacientes com TB por células Treg. Co-cultura de 
células Treg purificadas através de esferas magnéticas cultivadas com PBMC autólogo de pacientes com TB 
(n=3). A, Células cultivadas na ausência de Treg com e sem estímulo específico (rGLcB). B, Células cultiva-
das na presença de Treg com e sem estímulo específico (rGLcB). A parte azul do gráfico representa a porcen-
tagem das células que tiveram a sua proliferação inibida. 
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6. DISCUSSÃO 



A análise do perfil sócio-epidemiológico dos participantes deste estudo demonstrou que a 

maioria dos pacientes com TB era do sexo masculino e com a faixa etária média adulta em fase de 

reprodução. Isto também é observado nos pacientes com AR, porém a maioria deles era do sexo fe-

minino. A análise das células mononucleares do sangue periférico de pacientes com tuberculose 

pulmonar ativa (TB e TBAR) demonstrou a existência de um número significativo de células TCD4+ 

específicas para o antígeno recombinante GLcB do M. tuberculosis. Dentro desta população, a por-

centagem das subpopulações celulares Th1, Th17 e Treg TGF- + específicas encontraram-se aumen-

tadas no sangue periférico destes mesmos indivíduos. Já os indivíduos com tuberculose latente (PT+) 

apresentaram somente células Th1 específicas em níveis mais elevados que os controles saudáveis.  

No estudo de corte transversal, observou-se que 61.9% dos pacientes com tuberculose pul-

monar ativa eram do sexo masculino (n=13), constituindo a maioria dentro do grupo de estudo, uma 

vez que somente 38% eram do sexo feminino (n=8). A vida social dos homens nos países em desen-

volvimento é mais livre e mais dinâmica do que a das mulheres, propiciando a este sexo uma maior 

chance de infecção com o bacilo da TB. De acordo com a OMS, na maior parte do mundo, a maioria 

dos indivíduos diagnosticados com TB é do sexo masculino e estes morrem mais por esta doença se 

comparados com o sexo feminino (WHO 2009). Quanto à faixa etária destes indivíduos, a média de 

idade foi de 41.9 anos, variando de 23 a 60 anos de idade. A tuberculose é uma doença que afeta a 

população de indivíduos adultos em fase reprodutiva e estes dados refletem, portanto, o que ocorre 

no Brasil e no mundo, uma vez que o país constitui uma região endêmica para a doença (WHO 

2009). Além disso, estes achados estão de acordo com Almeida et al (2008) e Araújo-Filho et al 

(2008) que encontraram médias de idade (42 e 39.7, respectivamente) e variação média em anos (20-

74 e 22-74 respectivamente) semelhante em seus grupos de pacientes com tuberculose pulmonar 

(Almeida et al. 2008; Araújo-Filho et al. 2008). Vale ressaltar que os três estudos foram realizados 

na mesma região do país, o Estado de Goiás, justificando assim tamanha coincidência. 

Ao analisar os indivíduos com artrite reumatóide, observou-se que 90,9% dos pacientes eram 

do sexo feminino (n=20), constituindo a maioria dentro do grupo estudado. A média de idade dos 

pacientes com AR foi de 51 anos, variando de 21 a 75 anos. Neste estudo, é muito interessante notar 

que somente três dos indivíduos com AR desenvolveram tuberculose ativa (12%) e nossos achados 

estão de acordo com a OMS, que afirma que aproximadamente 5-10% dos indivíduos com infecção 

latente sofrem reativação para doença ativa durante a vida (WHO 2009). Todos os pacientes que de-

senvolveram tuberculose pulmonar ativa eram do sexo feminino, o que era esperado uma vez que 

formavam a maioria dentro deste grupo. A OMS afirma que a AR afeta duas vezes mais mulheres do 

que homens em decorrência de fatores genéticos ainda não totalmente elucidados e a sua incidência 

aumenta com a idade (WHO 2008).  

Durante a avaliação dos pacientes que receberam a vacina profilática durante a infância, 14 

indivíduos com tuberculose pulmonar ativa e 16 pacientes com AR foram vacinados com BCG na 



infância enquanto sete pacientes com TB e 09 pacientes com AR não foram vacinados ou não soube-

ram informar sobre a vacinação e nem apresentavam cicatriz vacinal. Atualmente, a eficácia da pro-

teção induzida pela BCG contra TB tem sido muito questionada (Abou-Zeid et al. 1987; Kaufman 

2004). Apesar de não induzir proteção contra a TB em indivíduos adultos, a BCG oferece proteção 

acima de 50% contra TB infantil e meningites tuberculosas (Andersen 2007). Em decorrência disto, 

novas vacinas estão sendo extensamente pesquisadas no intuito de melhorar a eficácia do BCG ou 

mesmo substituí-la (Derrick et al. 2004; Franco et al, 2008; Vasconcelos-Júnior et al. 2009).  

Embora aspectos críticos da tuberculose em humanos tenham sido estudados, a resposta imu-

ne durante a evolução para doença ativa é um assunto em debate.  Nesse estudo nós avaliamos sub-

populações de células TCD4+ e correlacionamos com o status da doença ativa. Pacientes com TB 

pulmonar ativa (TB e TBAR) apresentaram maior número de células TCD4+ no sangue periférico 

quando comparado com os indivíduos com tuberculose latente e com os controles saudáveis. Nossos 

resultados estão de acordo com os resultados encontrados por Barcelos et al. (2006) e Light et al. 

(2002) que também encontraram aumento dos níveis de células TCD4+ em pacientes com tuberculo-

se, independente do status clínico da doença comparados aos controles saudáveis (Light et al. 2002; 

Barcelos et al. 2006). Porém, a tuberculose ativa já foi associada com redução de linfócitos TCD4+ 

no sangue periférico, o que pode ser explicado pela migração dos linfócitos para o sítio de infecção 

(pulmão) (Beck et al. 1985). Além disso, linfócitos TCD4+ e suas citocinas são componentes críticos 

na imunidade protetora contra M. tuberculosis (Flynn & Chan 2001). Já os pacientes com AR não 

mostraram aumento dos níveis periféricos de células TCD4+, concordando com os achados descritos 

por Fekete et al (2007) e Berner et al (2000) que analisaram a porcentagem de células TCD4+ de 

PBMC de pacientes com AR e observaram que estes pacientes apresentam níveis semelhantes destas 

células aos controles saudáveis (Fekete et al. 2007; Berner et al. 2000). 

A avaliação das células Th1 demonstrou que indivíduos com TB ativa e latente apresentam 

uma resposta específica ao antígeno rGLcB do M. tuberculosis com produção de IFN- . A resposta 

imune Th1 é efetiva e protetora contra infecções causadas por microrganismos intracelulares como o 

M. tuberculosis e é caracterizada pela produção de citocinas como IFN- , IL-12 e TNF-  (Takashima 

et al. 1990; Schluger 2001; Salgame 2005). A importância da produção de IFN-  por células TCD4+ 

na tuberculose tem sido bem demonstrada, onde camundongos KO (knockout) para IFN-  e humanos 

com defeito no receptor para IFN-  são mais susceptíveis à infecção por TB (Cooper et al. 1993; 

Flynn et al. 1993; Newport et al. 1996). Nosso grupo demonstrou previamente que células de pacien-

tes com TB reconhecem vários antígenos de M. tuberculosis principalmente através de células 

TCD4+ produtoras de IFN-  (Araújo-Filho et al. 2008). No presente estudo nós demonstramos no-

vamente que indivíduos com TB ativa e latente induzem uma resposta imune específica com produ-

ção de IFN- . Além disso, nós classificamos estas células como T-bet+, confirmando o seu fenótipo 

Th1 (Wallet et al. 2010). Estes resultados sugerem que antígenos de M. tuberculosis são capazes de 



induzir a diferenciação de células Th0 em um fenótipo Th1, embora estas células Th1 nem sempre 

induzam proteção contra TB.   

Apesar de somente quatro pacientes com AR apresentarem PT+, surpreendentemente, os pa-

cientes com AR (independente da PT) apresentaram resposta imune Th1 específica ao antígeno r-

GLcB semelhante aos indivíduos com infecção latente. Uma vez que a prova tuberculínica têm sido 

descrita como um teste não apropriado para identificação de infecção latente em indivíduos com AR 

(León et al. 2005), tais achados podem indicar possível infecção latente em pacientes com AR que 

foram caracterizados como PT-. Recentes estudos têm descrito a dificuldade em diagnosticar TB 

latente em indivíduos com AR (Tannus-Silva et al, 2010) e sugerem que a dosagem de IFN-  da cul-

tura de leucócitos do sangue como um melhor teste para identificar indivíduos com infecção latente 

(Desem & Jones 1998; Efthimiou & Sood 2007; Marques et al. 2009). Além disso, o antígeno utili-

zado na PT (Derivado Protéico Purificado  PPD) não é específico para M. tuberculosis e como o 

Brasil é um país endêmico para outras micobactérias, como o M. leprae, o teste é passível de inter-

pretações erradas em decorrência da reação cruzada que pode ocorrer com outros antígenos micobac-

terianos (Desem & Jones 1998). Em adição, os pacientes com AR apresentam uma inabilidade em 

produzir uma adequada resposta ao PPD, em decorrência de um defeito na função imune celular des-

tes pacientes (Panayi et al. 2001; Kraan et al. 2000) e o longo tratamento dos pacientes com AR com 

drogas antiinflamatórias (mais de dez anos) pode reduzir a capacidade de migração das células em 

resposta ao PPD (Matulis et al, 2008; Kraan et al. 2000).  

Além das células Th1, analisamos as células Th17 e observamos que somente os pacientes 

com TB pulmonar ativa (TB e TBAR) induzem uma resposta Th17 específica ao rGLcB, com positi-

vidade para IL-17. Além das citocinas classicamente descritas na TB, outras descobertas mais recen-

temente estão sendo investigadas nessa patologia. Uma nova subpopulação de células T que produ-

zem interleucina-17 (IL-17) tem sido caracterizada na TB (Lenarczyk et al. 2000; Harrington et al. 

2006; Mangan et al. 2006), porém é a primeira vez que é investigada uma população celular classi-

camente caracterizada como Th17, uma vez que neste estudo, estas foram caracterizadas somente 

quando expressavam ao mesmo tempo o receptor para IL-23 e produziam IL-17. Estudos recentes 

têm sugerido que linfócitos T auxiliares produtores de IL-17 estão ativados durante a TB, embora o 

seu papel não esteja totalmente claro nesta doença. A eliminação de células Th17 em camundongos 

leva a uma redução da acumulação de células TCD4+IFN- + no pulmão e diminuem a proteção em 

um modelo de vacina, indicando o papel crucial destas células na patogênese da TB (Khader et al. 

2007). É provável que estas células representem a primeira linha de defesa contra o M. tuberculosis e 

participem dos estágios iniciais de formação do granuloma através do recrutamento de neutrófilos 

para a lesão primária (Ouyang et al. 2008). 

O presente estudo encontrou que células Th17 específicas foram correlacionadas com a fase 

ativa da TB, tanto nos paciente com TB ativa quanto nos pacientes com AR que desenvolveram a 



doença ativa, uma vez que tanto os indivíduos com infecção latente quanto os pacientes com AR não 

mostraram aumento na porcentagem destas células específicas. Foi demonstrado previamente que a 

porcentagem de células Th17 e suas citocinas são menores em pacientes com TB ativa quando com-

paradas com doadores saudáveis e indivíduos com infecção latente (Curtis & Way 2009; Babu et al. 

2010), mas estes estudos, não avaliam células Th17 específicas à antígenos do M. tuberculosis em 

pacientes de uma região endêmica rica em micobactérias ambientais como o Brasil, além disso, ne-

nhum destes estudos demonstrou o papel dessa subpopulação em pacientes com TBAR. 

Uma outra subpopulação de células TCD4+ que vem sendo amplamente estudada é a de célu-

las T reguladoras, das quais a sua participação efetiva na tuberculose ainda vêm sendo desvendada. 

Estudos realizados previamente por nosso grupo demonstraram um forte indicativo de que haveria 

outras subpopulações celulares TCD4+ produtoras de IL-10 que poderiam estar envolvidas na pato-

gênese da doença (Araújo-Filho et al. 2008). Uma vez que as células Treg têm sido descritas como 

células produtoras de citocinas anti-inflamatórias, como a IL-10, analisamos as células Treg dos in-

divíduos incluídos neste estudo. Os resultados aqui apresentados demonstraram que indivíduos com 

TB ativa e latente têm níveis aumentados de células Treg (TCD4+CD25+FOXP3+) no sangue perifé-

rico e concordam com outros dados já descritos na literatura (Chen et al. 2007; Roberts et al. 2007; 

Chiacchio et al. 2009). Estudos recentes têm indicado que as células Treg CD4+CD25high podem ser 

ativadas e expandidas durante a estimulação com bactérias, parasitas e antígenos virais in vivo (Bel-

kaid et al. 2002; Hougardy et al. 2007a). Isto implica que células TCD4+CD25+ podem prevenir a 

imunopatologia induzida por um patógeno, mas podem também aumentar a carga de infecção e pro-

longar a persistência do patógeno suprimindo respostas imunes. Um equilíbrio entre os mecanismos 

reguladores e efetores podem determinar o resultado de uma infecção, e em alguns casos, isso pode 

ser benéfico para o hospedeiro e para o patógeno (Shevach 2002).  

Nos resultados observados aqui, há um aumento dos níveis de células Treg TGF- + somente 

em pacientes com TB ativa (TB e TBAR) enquanto os níveis de células Treg IL-10+ permanecem 

semelhantes aos dos indivíduos com tuberculose latente e aos controles saudáveis. A superprodução 

de citocinas imunossupressoras como a IL-10 e TGF- a-

guchi (2005) e O'Garra & Vieira (2004), embora sua função na TB humana não seja bem compreen-

-10 e conse-

quentemente de células Treg podem estar associados ao desenvolvimento da tuberculose ativa 

(Boussiotis et al. 2000). TGF-  pode ter um papel no aumento da susceptibilidade devido a 

indução de apoptose de células T produtoras de IFN- (Hirsch et al. 1999; 

Hirsch et al 2001). Roberts et al. (2007) demonstraram que a imunossupressão durante a tuberculose 

ativa é caracterizada por aumento da expressão de mRNA  de TGF-  está 

de acordo com a nossa constatação de que a tuberculose ativa aumentou os níveis de células Treg 

TGF-  



Os pacientes com AR (com ou sem TB) mostraram altos níveis de células Treg IL-10+ especí-

ficas ao rGLcB quando comparado com todos os outros grupos estudados. A patogênese da AR en-

volve baixa produção de IL-10 por células T no sangue periférico enquanto que no líquido sinovial 

destes pacientes uma alta porcentagem destas populações de células T são observadas (Berner et al. 

2000; Mclnnes & Schett 2007). Têm sido recentemente mostrado que macrófagos de pacientes com 

AR estimulados com IFN-  produzem citocinas pró-inflamatórias quando expostos a antígenos pre-

sentes no líquido sinovial, porém na ausência do IFN-  há produção de IL-10 (Wallet et al. 2010). 

Quando avaliou-se a resposta imune específica, observou-se que as células mononucleares do sangue 

periférico dos pacientes com AR também apresentaram produção de IFN-  mesmo na presença de 

células Treg IL-10+, demonstrando que outros mecanismos podem estar envolvidos nessa doença.  

Treg constituem um componente essencial da tolerância periférica através da supressão de cé-

lulas T auto-reativas e potencialmente na prevenção das doenças auto-imunes (Sakaguchi 2005). 

Recentes estudos têm indicado que as células Treg podem também contribuir para a modulação ne-

gativa da resposta imune anti-TB (Ribeiro-Rodrigues et al. 2006; Guyot-Revol et al. 2006). O meca-

nismo pelos quais as células Treg suprimem essas respostas, no entanto, permanece controverso. Isso 

pode envolver a produção de IL-10 ou TGF- r o contato direto célula-

Vieira 2004; Gayot-Revol et al. 2006). Muitos estudos têm demonstrado o papel imunossupressor 

das células Treg na TB (Ribeiro-Rodrigues et al. 2006; Li et al. 2007; Hougardy et al. 2007b; Chen 

et al. 2007), através da supressão de células Th1 evidenciada pela redução dos níveis de IFN-  ob-

servados ou da inibição da proliferação celular. Porém, o nosso é o primeiro estudo a demonstrar que 

a supressão da proliferação de células TCD4+ por células Treg autólogas é antígeno-específica. 

É muito interessante notar que, enquanto os níveis de indivíduos com infecção latente apre-

sentaram aumento de células Treg no sangue quando comparado com o os indivíduos saudáveis, os 

indivíduos com infecção latente não apresentaram um aumento significativo na proporção de células 

TCD4+ IL-10+ ou TGF- +, aumentando a possibilidade de que elas podem não ter sido ativadas no 

sangue periférico, contrariamente às células Treg de pacientes com tuberculose ativa. Em outras pa-

lavras, durante a tuberculose latente, os níveis de citocinas pró-inflamatórias como exemplificado 

pelos níveis de células Th17 foram baixas e, talvez, não exigem Treg atividade. Esta possibilidade 

poderia ser avaliada por um experimento ex vivo.  

Em virtude dos resultados aqui apresentados, geramos uma hipótese que pode explicar a par-

ticipação das subpopulações celulares Th1, Th17 e Treg na transição do estado latente da TB para a 

doença ativa, conforme sugerido por Lin & Flynn et al. (2010) (Figura 14). Uma vez que o hospedei-

ro é infectado com o M. tuberculosis, uma efetiva resposta imune específica Th1 é induzida. Essa 

resposta imune produz citocinas (IFN- , TNF- ) que são requeridas para a formação e manutenção 

do granuloma. Nesta situação, a razão entre macrófagos infectados e ativados é provavelmente cons-

tante em ordem de seqüestrar o patógeno no foco primário da infecção. O aumento dos níveis de cé-



lulas Th17 específicas, que pode ser explicado pela própria genética imunológica do indivíduo, causa 

um prejuízo e favorece a dissolução do granuloma, levando consequentemente à reativação da doen-

ça. A excessiva ativação de células Th17 recruta neutrófilos que destroem a integridade do granulo-

ma devido a um estresse oxidativo, permitindo a disseminação dos bacilos. Devido aos elevados ní-

veis de células Th1 e Th17 específicas durante a tuberculose ativa, células Treg são ativadas e geram 

TGF- . Esta citocina pode modular reações inflamatórias nas membranas mucosas, evitando o dano 

pulmonar excessivo, porém o TGF-  produzido está indiretamente envolvido no desenvolvimento de 

células Th17 através da inibição de células Th1, que seriam efetivas na doença (Santarlasci et al. 

2009). Portanto, isto gera um mecanismo de realimentação positiva com maior indução de Th17 e 

maior disseminação da bactéria, mantendo, portanto o estado ativo da doença. 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. CONCLUSÕES 



Pacientes com TB apresentam células com fenótipo Th1, Th17 e T reguladoras assim como 

os indivíduos com TB latente e os controles saudáveis.  

 

A tuberculose ativa está relacionada com a participação de uma elevada porcentagem de célu-

las Th1, Th17 e T reguladoras TGF- + específicas para o antígeno rGLcB do M. tuberculosis, en-

quanto que na TB latente há somente a influência de células Th1 específicas.   

 

Não houve diferença na resposta imune das subpopulações de células Th1, Th17 e Treg de 

pacientes com AR PT+ e PT-, porém os pacientes com TBAR apresentaram resposta imune específi-

ca Th1, Th17 e Treg, o que não foi observado nos pacientes com AR. 

 

A atividade das células Th1, Th17 e Treg em pacientes com tuberculose ativa (TB e TBAR) 

foi semelhante, confirmando o envolvimento dessas células na doença ativa. 

 

A função das células T reguladoras na TB está relacionada com a supressão da proliferação 

de outras células específicas na resposta imune ao M. tuberculosis.  
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9. ANEXOS 







ANEXO 3 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

Título do projeto: Avaliação do papel das células Th17 e T reguladoras na resposta imune celular 

de pacientes com tuberculose pulmonar ativa.  

Pesquisador responsável: Profa. Dra. Ana Paula Junqueira-Kipnis, Imunologista. Laboratório de Imunopato-

logia das Doenças Infecciosas, sala 325  IPTSP/UFG. Telefone: (62) 3209-6126. 

Você está sendo convidado (a) a participar, como voluntário (a), na pesquisa indicada acima que será 

realizada na Universidade Federal de Goiás (Goiânia-Go). Após ler com atenção e ser esclarecido (a) sobre 

suas dúvidas, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento que está em duas vias. 

Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsável. Esta pesquisa tem como objetivo identificar e carac-

terizar células que são importantes na defesa contra Mycobacterium tuberculosis (bactéria que causa a doença 

Tuberculose). O resultado deste projeto tentará melhorar a metodologia de diagnóstico e tratamento desta 

doença. Os nomes dos pesquisadores envolvidos são: Arioldo Carvalho Vasconcelos Junior (Doutorando), 

Bruna Daniella de Souza Silva (Mestranda), Francielle Poliana de Medeiros Rocha Guimarães (Biomédica) e 

o pesquisador responsável Profa. Dra. Ana Paula Junqueira Kipnis. Em caso de dúvidas sobre a pesquisa, você 

poderá entrar em contato com qualquer um de nós através do telefone (62) 3209  61 26.  

Em caso de dúvidas sobre os seus direitos como participante nesta pesquisa, você poderá entrar em 

contato com o Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Goiás, nos 

telefones: (62) 3269  83 38 / (62) 3269  84 26. 

O pesquisador gastará aproximadamente 20 minutos com você para explicar-lhe o motivo da pesqui-

sa, anotar algumas informações sobre o seu estado de saúde atual e pedir o seu consentimento para participar 

neste projeto. Neste período, um questionário será preenchido para facilitar a análise dos resultados futura-

mente. Serão coletados 20mL do seu sangue para obtenção de soro e das células. Para coletar o seu sangue, o 

seu braço será esterilizado (limpado) com álcool, e depois de garrotear (amarrar um elástico) a parte superior 

do seu braço o sangue será coletado usando agulha e seringa estéril. Um banco de soros e células dos pacien-

tes com tuberculose será formado para utilizar em estudos posteriores que auxiliem no diagnóstico da tuber-

culose. 

Embora não exista nenhum risco em potencial durante a coleta de sangue, algumas vezes podem o-

correr vermelhidão e dor no local da coleta. Algumas pessoas podem desmaiar durante a coleta. Se isto acon-

tecer interromperemos a sua participação imediatamente. Em qualquer momento da pesquisa você poderá 

desistir de participar sem nenhum prejuízo no tratamento e no acompanhamento médico. 

Os dados obtidos, assim como o seu estado de saúde e os resultados dos testes realizados com o seu 

sangue serão mantidos confidenciais pelo pesquisador responsável.  

Os seus dados pessoais não serão revelados em nenhum momento. Os resultados deste estudo serão 

publicados em uma revista científica internacional e não serão armazenados para estudos futuros. 

Este estudo tem duração prevista de Julho de 2009 a Março de 2013. Você terá como benefício desta 

participação o seu hemograma e a contagem/porcentagem de células (linfócitos) no sangue. Os resultados 

serão enviados diretamente ao seu médico e você poderá obtê-los na sua próxima consulta. Não haverá ne-

nhum tipo de pagamento ou gratificação financeira pela sua participação. Porém em caso de danos decorrentes 



de sua participação na pesquisa, você terá direito a pleitear indenização junto à Instituição Financiadora  

CNPq. 

 

Consentimento da participação 

 

Eu, ____________________________________________________________, 

RG/CPF______________________, abaixo assinado, concordo em participar do estudo Avaliação 

do papel das células Th17 e T reguladoras na resposta imune celular de pacientes com tuberculose 

pulmonar ativa, sob a responsabilidade da Dra. Ana Paula Junqueira Kipnis, como sujeito voluntá-

rio. Fui devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador 

_______________________________________sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, 

assim como os possíveis riscos e benefícios decorrentes da minha participação. Foi me garantido que 

posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou 

interrupção do meu acompanhamento médico.  

 
Nome do participante (letra de forma):____________________________________________ 

Assinatura: _____________________________________________ 

Local e Data: ___________________________________________ 

 

                                                       

                                                             Assinatura Dactiloscópica:  

Testemunhas com RG.  

1.Nome/assinatura: _________________________________________ RG: _______________ 

2.Nome/assinatura: _________________________________________ RG: _______________ 

 

Nome e assinatura do Pesquisador: ________________________________________________ 

 

 



 

ANEXO 4 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO 

 

 Você está sendo convidado(a) para participar, como voluntário, em uma pesquisa intitulada 

i-

doenças pulmonares.  

Após ler com atenção este documento, ser esclarecido(a) sobre as informações a seguir, no 

caso de aceitar fazer parte desta pesquisa assine ao final deste documento, que está em duas vias. 

Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsável. Você ainda terá liberdade para sair do 

estudo a qualquer momento, se quiser, e sem precisar se explicar para isso. Em caso de dúvida 

sobre a pesquisa, você poderá entrar em contato conosco, Dr. Marcelo ou Dra Daniela 3269-8385 

e 3269-8350. Por ser uma participação voluntária e sem interesse financeiro, você não terá direito 

a nenhuma remuneração. A recusa em participar não acarretará nenhuma penalização a você. 

 Trata-se de um estudo, que tem como objetivo avaliar a resposta imunológica  para tuberculo-

se em pacientes com artrite reumatóide. Acredita-se que pacientes com artrite reumatóide, em 

decorrência da própria doença ou pelas medicações utiilizadas no seu tratamento, tem maior 

chance de desenvolver infecções, principalmente tuberculose. A pesquisa também tem como ob-

jetivo estudar, no paciente com artrite reumatóide, o resultado de um exame muito utilizado na 

tentativa de identificar pacientes que já tiveram contato com o bacilo da tuberculose: a prova tu-

berculínica e comparar esse resultado com exames de sangue mais recentemente utilizados.  Es-

tudaremos ainda alterações pulmonares que uma parcela dos pacientes com artrite reumatóide 

desenvolvem durante o curso de sua doença. 

 Para que essas avaliações sejam possíveis, serão necessárias na avaliação inicial:  exame clí-

nico, coleta de sangue, realização de radiografia de tórax e tomografia computadorizada de tórax, 

provas de função pulmonar e prova tuberculínica. Não haverão reavaliações a não ser que por al-

gum problema técnico algum exame precise ser repetido. 

 Abaixo, uma breve descrição dos procedimentos envolvidos: 

1) Coleta de sangue: será colhida em uma veia de seu antebraço cerca de 20ml de sangue para re-

alização de exames que avaliam a resposta imune. 

2) Radiografia e tomografia computadorizada de tórax: serão realizados para avaliar possível 

comprometimento pulmonar pela artrite reumatóide. São procedimentos indolores mas que vão 

expor você a um grau de radiação considerado seguro. 

3) Prova de função pulmonar: será pedido que você encha bem o peito e sopre o mais forte e rá-

pido que puder e por tanto tempo quanto conseguir em um bocal de uma máquina chamada espi-

rômetro. O exame será repetido após usar uma dose inalada de salbutamol. Nos pacientes em que 



a espirometria estiver alterada outros dois exames poderão ser realizados no mesmo equipamen-

to, com manobras respiratórias um pouco diferentes 

4) Prova tuberculínica: é um exame que pode identificar indivíduos que tiveram contato com o 

bacilo da tuberculose. Consiste na aplicação de uma substância conhecida como PPD, que não 

causa alterações nocivas ao seu organismo e pode causar leve dor no local da aplicação, sendo 

normal o aparecimento de um nódulo endurecido e avermelhado nesse local. O teste será realiza-

do por via intradérmica, na dose de 0,1ml  equivalente a 2UT (unidade tuberculínica)  na parte 

anterior do antebraço esquerdo, com seringa tipo insulina, de 1ml. A aplicação dos testes será re-

alizada por profissional adequadamente treinado. 

  Os seus dados serão sigilosos e privados, sendo que você poderá solicitar informações 

durante todas as fases da pesquisa, se achar necessário, inclusive após a publicação da mesma. 

 Garantimos a você que os dados coletados serão utilizados apenas para essa pesquisa e não 

serão armazenados para estudos futuros. 

 Você não está abrindo mão de nenhum de seus direitos legais ao assinar este documento, in-

cluindo seu direito relacionado à indenização por danos 

 Em caso de dúvidas sobre seus direitos com participante nessa pesquisa você poderá entrar 

em contato com o Comitê de Ética do Hospital das Clínicas  UFG nos telefones: 3269-8338 / 

3269-8426. 

  

Consentimento da participação da pessoa como sujeito da pesquisa 

 Eu, ___________________________, RG/ CPF/__________________ abaixo assinado, con-

cordo em participar do e a-

como sujeito voluntário. 

Fui devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador 

__________________________________________________________________ 

sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possíveis riscos e benefícios 

decorrentes de minha participação. Foi me garantido que posso retirar meu consentimento a 

qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupção de meu acompanha-

mento/ assistência/ tratamento. 

  

Local e Data: ________________________________________________________ 

 

Nome e Assinatura do sujeito: ___________________________________________ 

 

 



Assinatura Dactiloscópica:  

 

 

 

 

 

Nome e Assinatura do Pesquisador Responsável: ____________________________ 

Presenciamos a solicitação de consentimento, esclarecimento sobre a pesquisa e aceite do sujeito 

em participar. 

Testemunhas (não ligadas à equipe de pesquisadores): 

Nome: _______________________________ Assinatura:_____________________ 

Nome:_______________________________Assinatura:______________________ 



 

ANEXO 5 - Questionário dos Pacientes com Tuberculose e controles saudáveis 
 
Questionário do projeto: Avaliação do papel das células Th17 e T reguladoras na resposta imune 
celular de pacientes com tuberculose pulmonar ativa. 
 
Data: ___/___/____                                Número do prontuário: ______________ 
1. Nome:_________________________________________________________ 
Data de nascimento: ___/___/____                                  Idade:___________________ 
Raça: [  ]Branca  [  ]Negra [  ]Amarela [  ]Parda  [  ]Indígena [  ] Ignorada  
Sexo: [  ] Masculino               [  ] Feminino 
Estado civil: _____________________      Grau de instrução: _________________ 
End.Residencial:____________________________________________________________
_______________________________________________________Bairro:_____________
______Cidade: _________________ Estado: _________ 
Fone:___________________ Contato: _________________________________ 
 
Ponto de referência: 
__________________________________________________________________________
______________________________________________________ 
 
Há quanto tempo mora nesta residência:  [  ]3-6 meses  [  ]7-12 meses [  ]>1 ano 
________________ 
 
End.anterior:_______________________________________________________________
_______________________________________________________ 
Bairro:___________________Cidade: _________________ Estado: _________ 
 
Observa-
ções:_____________________________________________________________________
__________________________________________________________________________
_____________________________________ 
Cidade de origem: 
________________________________________________________________ 
Quanto tempo mora em Goiânia: 
________________________________________________________________ 
Número de indivíduos na residência:___________________________________ 
 
2. End.Trabalho:___________________________________________________ 
Bairro:___________________Cidade: _________________ Estado: _________ 
Fone: ____________________ 
Quanto tempo neste trabalho: ________________________________________ 
Ocupação / Ramo de atividade econômica: _____________________________ 
 
3. Foi vacinado (a) com BCG: [  ]sim               [  ]não              [  ]não sabe 
Tem cicatriz vacinal:  [  ]sim               [  ]não               
 
Diagnóstico clínico________________________________________________ 
Local do diagnóstico: _____________________________________________ 
Médico responsável: ______________________________________________ 
Data de diagnóstico: ___/___/____ 
 
4. Exames: 
-Raios-X do tórax: [  ]Suspeito               [  ]Normal               [  ] Não realizado. 



-PPD: _____________ mm. 
-Baciloscopia de Escarro:   [ ]Positiva          [  ]Negativa          [  ]Não Realizada 
-Cultura:  [  ]Positiva      [  ]Em Andamento   [  ]Negativa         [  ]Não Realizada. 
-HIV:        [  ]Positivo      [  ]Em Andamento   [  ]Negativo         [  ]Não Realizado 
 
5. Contatos: 
Teve contato com TB ativa:   [  ]sim             [  ]não             [  ]não sabe  
 
Possui parentes com tuberculose que moram ou moraram na mesma casa: 
[  ]sim              [  ]não             [  ]não sabe  
 
Convive ou já conviveu com amigos, vizinhos, namorados (as) portadores de tuberculose: 
[  ]sim               [  ]não              [  ]não sabe  
 
Teve contato com hanseníase: [  ]sim               [  ]não              [  ]não sabe  
 
TB ativa no momento:         [  ]sim              [  ]não              [  ]não sabe 
 
Sinais e sintomas: [ ]Tosse  [ ]Escarro [ ]Hemoptise [ ]Emagrecimento [ ]Anorexia 
  [ ]Sudorese noturna   [ ]Febre 
Outros:__________________________________________________________ 
 
6. Doenças associadas:  
[ ]Diabetes  [ ]Doença Renal  [ ]Doença Cardíaca   [ ]Pressão Alta   [ ]Hepatite   [ ]HIV    Ou-
tra____________________________________ 
 
7. Faz uso de medicamentos: [ ]Sim               [ ]não               
Qual?___________________________________________________________ 
 
É alérgico (a):   [  ]Sim              [  ]não           [  ]não sabe  
A que? __________________________________________________________ 
 
8. Tratamento anti TB: 
INH:  [ ]sim              [ ]não             [ ]não sabe 
RIF:   [ ]sim             [ ]não               [ ]não sabe 
ETH:  [ ]sim              [ ]não             [ ]não sabe 
PYZ:  [ ]sim              [ ]não             [ ] não sabe 
STP:   [ ]sim             [ ]não             [ ]não sabe 
 
Data de início do tratamento: ___/___/____       Esquema:_______________________ 
 

 

 

ANEXO 6  Questionário dos Pacientes com Artrite Reumatóide 
 

Nome:_______________________________________________________________ 
Nº identificação________________________________Data:___________________ 
Data nasc:____________________________________Idade:___________________ 
Sexo: (  ) fem  (  ) masc                                                        Pront:__________________ 
Endereço:____________________________________________________________ 
Telefone: (   ) ________________________ Cel: (  )__________________________ 
Naturalidade:________________________________________________________ 
Profissão:__________________________ Medico assistente:_____________________ 



Diagnóstico de AR há:_____________________________ 
Medicação Dose/dia Medicação Dose/dia 
    
    
    
    
LTB (  )sim (  )não usa ACO(   )sim (  )não Pode estar grávida(    )sim (  )não  (  ) NA 
Tabagista atual(  )sim (  )não anterior(  )sim (  )não(   ) Anos/maço_________________ 
Parou há:_________________________________ 
Fogão a lenha (  )sim (  )não  Anos/lenha: _________________________________ 
Comorbidades e medicações:_______________________________________________ 
____________________________________________________________________ 
Antecedentes profissionais:______________________________________________ 
Escolaridade:_________________________________________________________ 
Condições de moradia:____________________________________________________ 
Já teve contato com tuberculose? (    )sim (    )não____________________________ 
Já fez PPD (   ) sim (   )não______________________________________________ 
Foi vacinado com BCG (  )sim  (  )não  (  )não sabe 
Tem cicatriz vacinal? (  )sim  (  )não 
Tosse(   ) Expectoração(   ) chiado (  ) febre(   ) perda de peso(   ) inapetência(   )  
Dispnéia(    ) 
Classificação  
Grau I Dispnéia para atividade física inten-

sa(correr, nadar, praticar esporte) 
GrauII Dispnéia para caminhar apressadamente 

no plano ou quando sobe ladeira 
Grau III Anda mais devagar que pessoas da mesma 

idade devido a falta de ar ou quando ca-
minha no plano no próprio passo tem que 
parar para descansar 

Grau IV Após andar alguns metros ou alguns mi-
nutos tem que parar para descansar 

Grau V Falta de ar impede que saia de casa ou 
surge falta de ar quando troca de roupa 

 
Exame físico:___________________________________________________________ 
____________________________________________________________________ 
Consentimento (   ) 
PPD (      )___________________________________________________________ 
Espirometria (    )______________________________________________________ 
TCAR: (   )   
Coleta de Sangue (     )  
 

Critérios diagnósticos da AR 

(    ) Rigidez matinal por pelo menos 1h 

(    ) artrite de três ou mais articulações 

(    ) artrite de articulações de mãos 

(    ) artrite simétrica 

(    ) nódulo reumatóide 

(    ) fator reumatóide___________________ 



(    ) alterações radiográficas(erosões ou descalcificações em mãos e punhos) 

 

OBS: Primeiros 4 critérios presentes por pelo menos 4 semanas 

         Necessários 4 dos 7 critérios.  

 



 



 



 



 



 



 



 



 



 


