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RESUMO 

 
Apesar de ser uma doença tratável, a tuberculose continua sendo um dos maiores 
problemas de saúde pública em diversas regiões do mundo, mesmo sendo uma 
doença tratável. A imunidade celular é muito importante para a defesa do organismo 
contra a infecção pelo Mycobacterium tuberculosis, principalmente macrófagos, 
células Natural Killer, linfócitos T CD4+ e CD8+. Atualmente, os linfócitos duplo 
negativos αβ e γδ tem sido avaliados quanto ao seu papel na defesa contra 
patógenos intracelulares. O objetivo deste trabalho foi investigar se os pacientes 
com as apresentações radiológicas não avançadas e avançadas da tuberculose 
pulmonar possuem alguma alteração quanto aos parâmetros da imunidade celular e 
quanto ao padrão de citocinas produzidas por linfócitos duplo negativos γδ e αβ. 
Avaliou-se um total de 20 pacientes com tuberculose pulmonar que foram 
classificados em apresentação radiológica não avançada (10 pacientes) e 
apresentação radiológica avançada (10 pacientes) e 10 controles sem tuberculose. 
Realizaram-se duas abordagens neste estudo: a avaliação “ex-vivo” e após cultura 
das células in vitro. Para o estudo “ex-vivo” analisou-se os marcadores CD4, CD8, 
αβ, γδ,CD28, CD69 e HLA-DR, através da citometria de fluxo, nos linfócitos do 
sangue periférico. Para a dosagem de citocinas IFN-γ, TNF-α e IL-10 utilizou-se o 
sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue periférico estimuladas 
com antígenos de Mycobacterium tuberculosis.  A análise estatística dos resultados 
obtidos revelou uma menor expressão de linfócitos duplo negativos γδ e maior 
expressão de linfócitos duplo negativos αβ na apresentação radiológica avançada da 
tuberculose quando comparados aos pacientes com apresentação radiológica não 
avançada. A expressão da molécula co-estimuladora CD28 e dos marcadores de 
ativação CD69 e HLA-DR está aumentada nas células duplo negativas γδ dos 
pacientes com apresentação radiológica não avançada o que demonstra um perfil de 
prévia ativação dessas células nessa apresentação radiológica da doença. Quanto à 
citocinas produzidas após estimulação antigênica dos leucócitos, observou-se que 
ambas as células produzem maiores níveis de citocinas inflamatórias IFN-γ e TNF-α 
na tuberculose apresentação radiológica não avançada enquanto que produzem 
maiores níveis de citocina imunorregulatória IL-10 na apresentação radiológica 
avançada. Além disso, os resultados mostram que os linfócitos duplo negativos γδ 

são melhores produtoras de IFN-γ enquanto que os linfócitos duplo negativos αβ são 
melhores produtoras de IL-10. Estes resultados mostraram que os linfócitos duplo 
negativos se encontram ativados na corrente sanguínea de pacientes com 
tuberculose e que a avaliação da expressão de CD28, CD69, HLA-DR e o 
percentual de linfócitos duplo negativos γδ foi capaz de diferenciar as duas 
apresentações radiológicas estudadas. Além disso, ambas as células exibiram um 
perfil de citocinas inflamatórias na apresentação radiológica não avançada e perfil 
imunorregulatório na apresentação avançada, o que também permitiu a 
diferenciação entre as duas apresentações radiológicas estudadas. Esse trabalho 
analisou de forma inédita a participação dos linfócitos duplo negativos em diferentes 
apresentações radiológicas da tuberculose pulmonar e sugere a possibilidade da 
utilização desses marcadores no acompanhamento da evolução clínica dos 
pacientes, porém, para isso, são necessários maiores estudos envolvendo um 
número maior de pacientes avaliados ao longo do tratamento farmacológico. 
  



PALAVRAS-CHAVES: tuberculose, linfócitos duplo negativos, CD28, CD69, HLA-
DR, IFN-γ, TNF-α, IL-10. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Despite of being a treatable disease, tuberculosis remains a major public health 
problem in various regions of the world. Cellular immunity is very important to defend 
the body against infection caused by Mycobacterium tuberculosis, mainly 
macrophages, natural killer cells, lymphocyte T CD4+ and CD8+. Nowadays the 
double-negative αβ e γδ lymphocytes have been evaluated for their role in the 
defense against intracellular pathogens. The aim of the present study was to 
investigate whether patients with non-advanced and advanced radiological 
presentations of pulmonary tuberculosis have any changes regarding the parameters 
of cellular immunity and on the pattern of cytokines produced by double negative γδ 
and αβ lymphocytes. A total of 20 patients with pulmonary tuberculosis were 
evaluated and they were classified as non-advanced radiological presentation (10 
patients), advanced radiological presentation (10 patients) and 10 controls without 
tuberculosis. It was used two approaches in this study: the evaluation of “ex-vivo” 
and after in vitro culture. For the “ex-vivo” study, the markers CD4, CD8, αβ, γδ, 
CD28, CD69 and HLA-DR were analyzed by flow cytometry in peripheral blood 
lymphocytes. For the IFN-γ, TNF-α and IL-10 cytokines determination, it was used 
the culture supernatant of mononuclear cells from peripheral blood stimulated with 
antigens of Mycobacterium tuberculosis. Statistical analysis of results showed a 
lower expression of double-negative γδ lymphocytes and increased expression of 
double-negative αβ lymphocytes in patients with advanced radiological presentation 
of tuberculosis when compared to patients with non-advanced radiological 
presentation. The expression of co-stimulatory molecule CD28 and activation 
markers CD69 and HLA-DR is increased in double-negative γδ cells of patients with 
non-advanced radiological presentation which shows a profile of prior activation of 
these cells in this radiographic appearance of the disease. In relation to the cytokines 
produced after antigen stimulation of leukocytes, it was observed that both cells 
produce higher levels of inflammatory cytokines IFN-γ and TNF-α in tuberculosis with 
non-advanced radiological presentation while producing higher levels of 
immunoregulatory cytokine IL-10 in advanced radiological presentation. Furthermore, 
the results show that the double negative γδ lymphocytes are better producers of 
IFN-γ while the double negative αβ lymphocytes are better producers of IL-10. These 
results showed that the double negative lymphocytes are activated in the 
bloodstream of patients with tuberculosis and that the evaluation of the expression of 
CD28, CD69, HLA-DR and the percentage of double negative γδ lymphocytes was 
able to differentiate both radiological presentations studied. Moreover, both cells 
exhibited a profile of inflammatory cytokines in non-advanced radiological 
presentation and immunoregulatory profile in advanced radiological presentation, 
which also allowed the differentiation between the two groups studied. This study 
innovatively analyzed the participation of the double negative lymphocytes in different 
radiological presentations of pulmonary tuberculosis and suggests the possibility of 
using these markers in monitoring the clinical course of patients. However, further 
studies are needed involving a larger number of patients evaluated throughout 
pharmacological treatment. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

O principal agente infeccioso da tuberculose (TB) humana, o Mycobacterium 

tuberculosis, foi descoberto em 1882 por Robert Koch, que isolou e descreveu o 

bacilo, conseguindo seu cultivo e reproduzindo a doença em animais. Outras 

espécies como M. bovis e alguns patógenos oportunistas do complexo M. avium-

intracellulare, também podem causar a doença, porém com menor freqüência 

(KRITSKI et al., 2000). O gênero Mycobacterium apresenta como característica 

comum resistir à descoloração pelo álcool-ácido, devido ao alto teor de lipídios 

presentes em sua membrana (BRASIL 2002a, 2005; NORTH & JUNG, 2004; 

WATTERSON & DROBNIEWSKI, 2000). 

 

Apesar de ser uma doença tratável, a TB continua sendo um dos maiores problemas 

de saúde pública em diversas partes do mundo. Segundo estimativa da Organização 

Mundial de Saúde (OMS), um terço da população mundial está infectada pelo bacilo, 

sendo que em 2006 ocorreram 9,2 milhões de novos casos e 1,7 milhões de mortes 

por TB em todo mundo (WHO, 2008). No Brasil, a taxa de infecção também é 

elevada. Segundo dados do Ministério da Saúde foram notificados 53.144 casos de 

TB em 2008, sendo que 4.774 desses casos foram notificados no estado de Minas 

Gerais, colocando-o na quarta posição entre os estados com maiores números de 

casos no país. 

 

A persistência da doença é devida principalmente ao descuido e má administração 

dos programas de controle pelos governos, à pobreza, ao crescimento da população 

e migração e ao aumento significativo dos casos em regiões com alta prevalência do 

vírus da imunodeficiência humana (HIV) (WHO, 2006a).  

 

Dentre as medidas de controle disponíveis para TB encontra-se a vacinação pelo 

Bacilo Calmette-Guérin (BCG). A utilização da vacina BCG foi adotada largamente a 

partir de 1920, incentivada pela OMS e United Nations Children’s Fund (UNICEF) a 

partir de 1948. A maioria dos países no mundo adota dose única de BCG ao nascer, 

conforme recomendação da OMS, pois considera ausência de evidências que 

sustentem a utilização de doses adicionais (WHO, 1995). O Ministério da Saúde no 
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Brasil, na década de noventa, introduziu uma segunda dose da vacina, porém, 

recentemente, suspendeu o uso fundamentado em ensaios clínicos controlados, 

randomizados, realizados em Salvador e Manaus, nos quais a segunda dose de 

BCG não apresentou proteção (RODRIGUES et al., 2005), similar a estudo caso-

controle, que avaliou a segunda dose de BCG em Recife (DANTAS et al., 2006).  

 

A atual estratégia de vacinação tem sido considerada adequada principalmente em 

regiões com alta incidência de TB, protegendo contra a ocorrência de formas graves 

da TB como miliar e meningite tuberculosa, principalmente em crianças. Com 

relação a essas formas, o efeito protetor da primeira dose da vacina BCG segundo 

estudos experimentais (ensaios clínicos) e observacionais (caso-controle) realizados 

em vários países apresentaram proteção acima de 80%, utilizando-se as diferentes 

cepas de vacina BCG (Copenhague, Moreau, Glaxo) (ANTAS & CASTELLO-

BRANCO, 2008; CAMARGOS et al., 1988; COMSTOCK & EDWARDS, 1972; 

COSTA et al., 1991; PEREIRA et al., 2007). Metanálises realizadas também 

apontaram uma medida sumarizada do efeito protetor da primeira dose da vacina 

BCG entre 73% e 86%. (COLDITZ et al., 1995; TRUNZ et al., 2006). No Brasil, três 

estudos caso-controle em diferentes cidades apontaram também elevada proteção 

da primeira dose da vacina BCG: 84,5%, 93,3% e 99,5%. (CAMARGOS et al., 1988; 

DOURADO et al., 2003; HEWINSON, 2005). Com relação ao efeito protetor da 

vacina BCG para TB pulmonar, apresentação radiológica clínica de importância para 

o controle da doença, esse apresentou variação entre zero e 80%, avaliado por meio 

de ensaios clínicos e estudos de caso-controle em diferentes países desde a década 

de 40. (ANTAS & CASTELLO-BRANCO, 2008; ARONSON, 1948; COLDITZ et al., 

1994; COLLINS & LISLE, 1977; MICELI et al., 1988; PEREIRA et al., 2007; 

RODRIGUES et al., 1993; ROMANUS, 2006; ROSENTHAL et al., 1961). Essa 

variação da proteção tem sido atribuída a diversos fatores, a exemplo de diferenças 

na exposição à micobactérias ambientais, características genéticas da população, 

diferenças na virulência do M. tuberculosis, alto risco de re-infecção, diferenças nas 

cepas de BCG e diferenças nutricionais.  

 

A transmissão da TB geralmente ocorre de pessoa a pessoa, principalmente através 

da inalação de perdigotos contaminados com bacilos viáveis. A fala, o espirro e, 
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principalmente, a tosse de um doente com TB pulmonar bacilífera lança no ar 

gotículas, de tamanhos variados, contendo no seu interior o bacilo (ATS, 2000; 

BRASIL, 2002a, 2005; CONDE et al., 2009; KRITSKI et al., 2000).  

 

Após exposição ao M. tuberculosis, somente 10-30% dos indivíduos se tornam 

infectados, indicando que muitos humanos desenvolvem infecção abortiva. Daqueles 

que se tornam infectados (adquirem hipersensibilidade retardada ao bacilo), 90% ou 

mais não desenvolvem TB, o que significa que eles são capazes de resolver a 

infecção completamente, ou reduzir a carga bacilífera para níveis incapazes de 

causar doença (BHATT & SALGAME, 2007; MANABE & BISHAI, 2000; NORTH & 

JUNG, 2004).  

 

Dessa forma, um indivíduo que, pela primeira vez recebe uma carga infectante de 

bacilos da TB (primo-infecção), da qual um ou mais bacilos alcançam o pulmão, 

vencendo as defesas da árvore respiratória, apresentará reação inflamatória e 

exsudativa de tipo inespecífica. O organismo demora em média 15 dias para montar 

uma imunidade específica contra o bacilo. Nesse período, os bacilos podem, a partir 

da lesão pulmonar, atingir a via linfo-hematogênica, comprometendo os linfonodos, 

fígado, baço, medula óssea, rins e o sistema nervoso. Essa disseminação, de 

poucos bacilos, é considerada “benigna”, durante a qual, os bacilos ficarão latentes 

ou serão destruídos pela ação da imunidade que se instalará (ATS, 2000; BRASIL, 

2002a, 2005; KRITSKI et al., 2000). 

 

No início da 3ª semana após a infecção pelo bacilo, o organismo normal 

reconhecendo a presença da micobactéria é capaz de mobilizar o sistema de defesa 

imunológico específico visando à destruição ou inativação do agente agressor. 

Passa a haver, então, no local da inoculação inicial no pulmão, um foco pequeno, 

arredondado, esbranquiçado, de consistência amolecida e constituído, 

principalmente, por material caseoso conhecido como granuloma. À associação do 

foco primário aos gânglios satélites da sua região dá-se o nome de complexo 

primário de Ranke. Cerca de 90% da população infectada consegue bloquear o 

avanço do processo, a partir da formação do complexo primário de Ranke, 

permanecendo apenas como infectados. (ATS, 2000; BRASIL, 2002a, 2005; 
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KRITSKI et al., 2000). Por outro lado, dentre aqueles 10% de indivíduos que não 

conseguem conter a evolução da infecção pelo bacilo da TB, aproximadamente 5% 

desenvolverão a chamada TB primária. Ela ocorre durante a primo-infecção, 

podendo evoluir tanto a partir do foco pulmonar quanto do foco ganglionar ou, então, 

em conseqüência da disseminação hematogênica (ATS, 2000; BRASIL, 2002a, 

2005; KRITSKI et al., 2000). Por outro lado, o restante dos indivíduos que sofreram a 

primo-infecção irá desenvolver a doença tardiamente devido ao crescimento lento do 

granuloma. Portanto, daqueles primo-infectados, 5% adoecerão tardiamente em 

conseqüência do recrudescimento de algum foco já existente em seu organismo 

(reativação endógena). Também pode ocorrer a reinfecção exógena, ou seja, o 

paciente adoecer por receber nova carga bacilar do meio externo (ATS, 2000; 

BRASIL, 2002a, 2005; KRITSKI et al., 2000). Dessa forma, embora a infecção 

latente seja clinicamente silenciosa e não contagiosa, ela pode se reativar e causar 

a TB pulmonar forma mais prevalente em adultos. Por isso a compreensão da 

latência e reativação da doença pode ajudar no desenvolvimento de novas 

estratégias para controle e tratamento da TB. Como já dito anteriormente, os bacilos 

podem se espalhar pelo organismo a causar a TB extrapulmonar. Esta disseminação 

pode acontecer em dois momentos distintos: durante a primo-infecção, quando a 

imunidade específica ainda não está desenvolvida e após a primo-infecção, a 

qualquer tempo, se houver uma queda na capacidade do hospedeiro em manter o 

bacilo nos seus sítios de implantação primária. No primeiro caso, a carga bacilar 

geralmente é pequena, e o organismo é capaz, após ativação da imunidade 

adaptativa, de conter os bacilos no local da implantação indefinidamente. Entretanto, 

se o desenvolvimento da imunidade celular não acontece, haverá um desequilíbrio 

entre a imunidade e o bacilo, o que representa condição básica para o adoecimento. 

Se a disseminação ocorrer após a primo-infecção, sua intensidade será diretamente 

proporcional à queda da resposta imune do indivíduo, dependendo também da 

característica passageira ou definitiva da imunodeficiência (ATS, 2000; BRASIL, 

2002a, 2005; KRITSKI et al., 2000).  

 

As manifestações clínicas da TB são muito variáveis e dependem de vários fatores 

relacionados com o hospedeiro, com o bacilo e com a interação bacilo-hospedeiro. 

(ATS, 2000). Os sintomas mais freqüentes e característicos da TB pulmonar são 
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tosse, expectoração, febre vespertina, sudorese noturna e emagrecimento (ATS, 

2000; BRASIL, 2002a, 2005; CONDE et al., 2009; KRITSKI et al., 2000). A TB pode 

ainda se expressar por formas disseminadas atingindo a pleura, olho, linfonodo, 

pele, trato gastrintestinal e outras. (BRASIL, 2002a; KRITSKI et al., 2000).  

 

Considerando que as manifestações clínicas da TB são bastante inespecíficas, o 

diagnóstico da doença deve ser realizado levando-se em consideração, além da 

sintomatologia, o histórico pessoal do paciente e os resultados dos exames 

complementares. Dentre os principais exames destacam-se os métodos 

bacteriológicos (baciloscopia e cultura para micobactéria) e outros que auxiliam 

como o radiograma do tórax (RX) para o diagnóstico da TB pulmonar e o teste 

tuberculínico (TT). O exame anátomo-patológico (histológico e citológico) e exames 

bioquímicos são empregados principalmente na investigação das formas extra 

pulmonares. Além dessas existem outras metodologias sendo empregadas para o 

diagnóstico da TB como as técnicas de biologia molecular e os métodos 

automatizados ou semi-automatizados para detecção do crescimento bacteriano em 

meios líquidos possibilitando um diagnóstico mais precoce, com a detecção em uma 

a três semanas. Como exemplos desses métodos pode-se citar MGTI®, MB/BacT®, 

BACTEC 9000®, BACTEC-MGTI 960®, MB REDOX®, ESP 11®, dentre outros. Por 

outro lado, devido ausência de provas consistentes quanto à sensibilidade, 

especificidade e valores preditivos, as técnicas sorológicas não são utilizadas na 

rotina laboratorial (BRASIL, 2002a, 2002b, 2005; CASTELO FILHO et al., 2004; 

CONDE et al., 2009). 

 

O RX é auxiliar no diagnóstico da TB, justificando-se sua utilização nos casos 

suspeitos de sintomáticos respiratórios. Nesses pacientes, o RX permite a seleção 

de portadores de imagens sugestivas de TB ou de outra patologia, sendo 

indispensável submetê-los a exame bacteriológico para se fazer um diagnóstico 

correto. O estudo radiológico tem, ainda, importante papel para caracterizar a forma 

da TB (pleural ou pulmonar) e na diferenciação de outras pneumopatias. O RX, em 

pacientes com baciloscopia positiva, tem como função principal observar a extensão 

das lesões, avaliar doença pulmonar associada que necessite de tratamento 
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concomitante, além de permitir avaliação da evolução radiológica dos pacientes, 

sobretudo naqueles que não responderem à quimioterapia (BRASIL, 2002a,b). 

 

Ao exame radiológico a lesão inicial da TB caracteriza-se por pequenas opacidades 

nodulares, cuja extensão não ultrapassa o espaço intercostal ou a região apical, 

sendo, por conseguinte, denominada lesão mínima ou infiltrado precoce. Este 

infiltrado precoce é assintomático durante algum tempo, fato este que reforça o valor 

dos exames radiográficos notadamente entre os contatos. As pequenas opacidades 

tendem a progredir, envolvendo o lobo, ocorrendo caseificação de áreas mais ou 

menos extensas e aparecimento de imagens cavitárias, o mais importante dado 

radiológico desta forma. A cavitação implica a possibilidade de complicações tanto 

relacionadas com a disseminação canalicular quanto em razão da erosão de vasos 

arteriais, originando os pseudo-aneurismas de Rasmussen, responsáveis por 

hemoptises vultosas, às vezes fulminantes. As cavidades são surpreendidas no 

curso da doença em mais da metade dos casos. Têm paredes espessas, podem ser 

únicas ou múltiplas, variando entre alguns milímetros a vários centímetros de 

diâmetro (BRASIL, 2002a,b). 

  

Os resultados dos exames radiológicos do tórax deverão obedecer à seguinte 

classificação: 

• Normal – os que não apresentam imagens patológicas nos campos pulmonares. 

• Seqüela – os que apresentam imagens sugestivas de lesões cicatriciais. 

• Suspeito – os que apresentam imagens sugestivas de TB (adenomegalias hilares 

e/ou paratraqueais (gânglios mediastínicos aumentados de volume); pneumonias 

com qualquer aspecto radiológico, de evolução lenta, às vezes associadas a 

adenomegalias mediastínicas, ou que cavitam durante a evolução; infiltrado micro 

nodular difuso (padrão miliar). 

• Outras doenças – os que apresentam imagens sugestivas de pneumopatia não 

tuberculosa (BRASIL, 2002a,b). 

 

AL-MOAMARY et al. (1999) classificam TB por meio das lesões pulmonares 

avaliadas pelo RX. Segundo esses autores, para a classificação radiológica dos 

pacientes com TB são necessários dois médicos e um radiologista para avaliar o 
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RX. Nesse estudo a extensão da doença é baseada no número de zonas 

pulmonares acometidas, sendo considerado que cada pulmão possui três zonas 

(superior, média e inferior). O envolvimento de uma ou duas zonas é considerado 

doença localizada, três ou quatro zonas como doença moderada e cinco ou seis 

zonas, doença extensa. Além disso, LAZZARINI et al. (2008) avaliam como TB mais 

avançada os pacientes que apresentam lesões com cavitação ao RX. 

 

O TT utilizando um derivado protéico purificado (PPD), também conhecido como 

reação de Mantoux, é mundialmente utilizado como método auxiliar no diagnóstico 

da TB (BRASIL, 2002a, 2002b, 2005; CASTELO FILHO et al., 2004; CONDE et al., 

2009; GUNDOGDU, et al., 2007). O TT baseia-se no fato de que a infecção pelo M. 

tuberculosis produz uma reação de hipersensibilidade tardia ou tipo IV a certos 

componentes antigênicos do bacilo. Nessa prova, o PPD é injetado 

intradermicamente. Os linfócitos T sensibilizados pela infecção prévia pelo 

Mycobacterium são recrutados para o local da inoculação e lá liberam linfocinas pró-

inflamatórias (TSICOPOULOS et al., 1992). Essas, ao causarem vasodilatação, 

deposição de fibrina e recrutamento de outras células inflamatórias ao local, 

induzem eritema e endurecimento do tecido na área da injeção (KAUFMANN, 2004; 

NICOD, 2007; NORTH & JUNG, 2004). O pico da reação é atingido 48 a 72 horas 

depois da injeção, podendo haver vesículas ou necrose no local (BRASIL, 2002a, 

2002b, 2005; CASTELO FILHO et al., 2004).  

 

A interpretação do teste é feita com base no maior diâmetro transverso da área de 

enduração palpável, desprezando-se o eritema sendo que é considerado reator forte 

quando a medida do maior diâmetro transverso da área de enduração tem 10 mm ou 

mais. Isso pode indicar: vacinação recente com BCG (dois anos); indivíduo infectado 

pelo bacilo da TB que pode ou não estar doente. (BRASIL, 2002a, 2002b, 2005; 

CASTELO FILHO et al., 2004). 

 

Esta classificação somente é válida para pacientes com testes sorológicos anti-HIV 

negativo. As pessoas infectadas pelo HIV são consideradas co-infectadas pelo 

bacilo da TB desde que apresentem teste tuberculínico com enduração igual ou 

superior a 5 mm (BRASIL, 2002a, 2002b, 2005; CASTELO FILHO et al., 2004). 
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A prova tuberculínica deve ser interpretada de forma especial nas pessoas 

vacinadas com BCG há menos de dois anos. Outras situações que podem interferir 

em seu resultado são doenças imunossupressoras como sarcoidose, neoplasias em 

geral, imunodepressão transitória decorrente de vacinação com vírus vivos, 

gravidez, tratamento com corticosteróides e outras drogas imunossupressoras, além 

disso, crianças com menos de dois meses de idade e pessoas com mais de 65 anos 

de idade podem ter a reatividade ao TT diminuída (BRASIL, 2002a, 2002b, 2005; 

CASTELO FILHO et al., 2004;). GUNDOGDU et al (2007) relatam que repetidas 

vacinações com BCG e administração freqüente de PPD podem aumentar a 

reatividade ao TT.  

 

Sob o ponto de vista das defesas do organismo contra a infecção a Figura 1 resume 

os principais mecanismos da resposta imunológica ao M. tuberculosis. Após a 

inalação do bacilo, ocorre uma resistência inespecífica do homem contra a 

instalação das micobactérias, devido, inicialmente, às barreiras físicas como os 

pelos nasais, à angulação das vias aéreas, o turbilhonamento aéreo, a secreção 

traqueobrônquica e, o mais importante, o clearance mucociliar. Apesar da relativa 

eficiência desse sistema de defesa e dependendo do número de bacilos inalados, 

alguns atingem os alvéolos pulmonares e a infecção tuberculosa tem início (BRASIL, 

2002a; KRITSKI et al., 2000; NICOD, 2007).  

 

Dessa forma, após a chegada de bacilos nos alvéolos, a resposta imune inata será a 

primeira a atuar contra o agente invasor. Assim, ocorre a fagocitose do M. 

tuberculosis pelas células fagocitárias, que é uma importante defesa do hospedeiro 

contra a invasão microbiana. Os macrófagos constituem um componente importante 

tanto da imunidade inata quanto da imunidade mediada por células. Dentre suas 

funções principais podemos citar a produção de enzimas proteolíticas e outras 

substâncias que exibem efeitos microbicidas como os intermediários reativos de 

oxigênio e nitrogênio, a produção de mediadores solúveis (citocinas) e o 

processamento e apresentação de antígenos para os linfócitos T cluster of 

differentiation (CD) CD4+ e CD8+, associados às moléculas do complexo principal de 

histocompatibilidade (MHC) (BHATT & SALGAME, 2007; LIU et al., 2008; NICOD, 

2007; NORTH & JUNG, 2004).  
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Em modelo animais, as principais moléculas efetoras na defesa antimicobacteriana 

são os intermediários reativos de oxigênio e nitrogênio (LIU et al., 2008; RAUPACH 

& KAUFMANN, 2001). Em humanos, estudos sugerem que a produção destes 

reagentes intermediários pelos macrófagos é muito importante para a defesa do 

hospedeiro contra a infecção microbiana (AKAKI et al., 2000; LIU et al., 2008). Wang 

et al. (2001a) observaram que macrófagos alveolares de pacientes com TB 

pulmonar, expressaram a enzima óxido nítrico sintetase (iNOS) e espontaneamente 

produzem níveis elevados de óxido nítrico (NO) e KUO et al. (2000) relatam que a 

estimulação da produção de NO por monócitos de pacientes com TB parece ter um 

importante papel auto-regulador na amplificação da síntese de citocinas pró-

inflamatórias.  

 

Dentro da imunidade inata, além dos macrófagos, outros tipos de células têm papel 

importante na atividade contra os diversos patógenos e na regulação da imunidade 

adaptativa (BHATT & SALGAME, 2007). As células natural killer (NK) também 

possuem atividade bactericida contra o bacilo. Elas são ativadas na presença de 

antígenos estranhos e já foram avaliadas no contexto da imunidade contra M. 

tuberculosis, em humanos (BARCELOS et al., 2006). Elas são células efetoras da 

imunidade inata com histologia, função e mecanismo de ação distinta. Podem 

exercer funções citotóxicas e secreção de mediadores celulares (BHATT & 

SALGAME, 2007; COOPER et al., 2001). Esta população celular pode ainda ser 

classificada como células T naturais killer, referidas na literatura como células NKT, 

sendo o segundo tipo de célula envolvida na regulação da imunidade inata, e, por 

expressar a molécula CD3, na sua superfície, são consideradas como linfócitos T. 

Estas células podem secretar fator de necrose tumoral α (TNF-α), um tipo de citocina 

pró-inflamatória importante na ativação de macrófagos infectados (JASON et al., 

2000), além de exercerem outras funções na eliminação do bacilo. Dieli et al. (2003) 

relatam que células NKT do fígado de camundongos previamente estimulados com 

BCG, rapidamente produziram interferon gama (IFN-γ) e tiveram participação na 

formação do granuloma em resposta a antígenos provenientes da parede celular do 

M. tuberculosis.  
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Outra subpopulação de células que também participam da imunidade inata é as 

chamadas linfócitos duplo negativos (DN). Essas células não expressam em sua 

superfície nem a molécula CD4 e nem CD8. Elas podem expressar o receptor de 

células T (TCR) do tipo alfa/beta (αβ) ou do tipo gama/delta (γδ). As células DN αβ 

também são conhecidas, por alguns autores, como células NKT invariantes (NKTi) 

(EXLEY et al., 1997; INOUE et al., 2006; IM  et al., 2008; MONTOYA et al., 2007). 

Os linfócitos DN γδ podem reconhecer antígenos do bacilo através de receptores 

comuns em células da imunidade inata como receptor do tipo Toll, sendo também 

capaz de produzir IFN-γ e consequentemente, ativar macrófagos. Além disso, já foi 

demonstrado que essas células podem atuar como células apresentadoras de 

antígenos profissionais (APC) (BORN et al., 2006, 2007; BRANDES et al., 2005). 

 

Além dessas, a ativação de outras células que participam da imunidade celular 

específica é muito importante para controle do crescimento microbiano. A imunidade 

protetora anti-micobacteria envolve principalmente linfócitos T que produzindo 

citocinas ativam macrófagos e suas funções microbicidas. Isso leva a formação do 

granuloma que é crucial para conter o bacilo no foco da infecção (BOOM et al., 

2003; NICOD, 2007; NORTH & JUNG, 2004). 

 

Em pessoas com imunidade celular intacta, várias linfócitos T ativados e macrófagos 

são atraídos para o local da infecção, contribuindo para a formação de granulomas 

que limitam a multiplicação e a disseminação do bacilo pelo organismo 

(KAUFMANN, 2004; NICOD, 2007; NORTH & JUNG, 2004). A formação do 

granuloma pode ser resumida da seguinte forma: a parede do bacilo tem moléculas 

com propriedades quimiotáticas para os linfócitos T que migram para o local da 

infecção. Tem início a lesão granulomatosa característica da TB, na qual os 

linfócitos e os macrófagos ativados tentam conter a disseminação da bactéria. No 

granuloma maduro, observam-se na região central células epitelióides e células de 

Langerhans e, em sua periferia, linfócitos T CD4+ e CD8+ (REIBMAN et al., 1996). À 

medida que a imunidade celular se desenvolve, células são destruídas, resultando 

na formação de um centro caseoso no granuloma cercado por fibroblastos, linfócitos 

e monócitos oriundos do sangue. O próprio bacilo, com a participação do TNF-α e 

outros mediadores como IFN-γ provenientes de macrófagos ativados, células NK e 
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linfócitos T CD4+ e CD8+, são capazes de induzir a necrose de caseificação no 

centro do granuloma. Nesse meio adverso, os bacilos diminuem sua atividade 

metabólica, mudando seu metabolismo para catabolismo lipídico e respirando 

através da via do nitrato. Nesse estado dormente, podem sobreviver por décadas 

(ALGOOD et al., 2003; LIN et al., 2007). A prova do envolvimento de linfócitos T 

CD4 na modulação do granuloma reside no fato de que em pacientes com AIDS, 

frequentemente não se observa a formação do granuloma no foco da infecção e, 

consequentemente, esses pacientes podem desenvolver a TB na forma disseminada 

que é muito grave. Dessa forma, o granuloma exerce uma importante função ao 

impedir a disseminação do bacilo em pacientes imunocompetentes (BECK, 2005). 

 

Indivíduos infectados pelo HIV, devido a sua resposta imune prejudicada, 

apresentam uma susceptibilidade aumentada para TB demonstrando que células T 

CD4+ são essenciais para imunidade protetora contra M. tuberculosis. Essa 

susceptibilidade também foi encontrada em estudos em modelo animal (BOOM et 

al., 2003; CARUSO et al., 1999; CORBETT & DE COCK, 1996; NICOD, 2007; 

NORTH & JUNG, 2004).  

 

Além da capacidade de produzir citocinas capazes de ativar os fagócitos bem como 

outras células importantes para resposta imune celular ao bacilo, as células T CD4+ 

também possuem funções efetoras de células citotóxicas. Após ativação pelo bacilo 

M. tuberculosis, essas células expressam granzimas, ligante da molécula indutora 

de apoptose (Fas-L ou CD95L) e produzem granulolisinas e perforinas, que após 

serem liberadas, levam a lise de células infectadas (CANADAY et al., 2001; TAN et 

al., 1997).   

 

Algumas moléculas expressas na superfície de células T têm sido investigadas 

quanto a participação na ativação dessas células e possivelmente na função efetora 

das mesmas. A molécula CD28 é uma proteína de membrana que transduz sinais 

que funcionam conjuntamente com os sinais liberados pelo complexo TCR para 

ativação das células T, atuando então como uma molécula co-estimuladora. Os co-

estimuladores mais bem definidos para os linfócitos T são constituídos por um par 

de proteínas relacionadas chamadas de B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86), que são 
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expressas nas células dendríticas, macrófagos e linfócitos B. Esses co-

estimuladores B7 nas APCs são reconhecidos por meio de receptores específicos 

nas células T. A ligação de moléculas B7 das APCs ao CD28 promove sinais para a 

célula T que induzem a expressão de proteínas antiapoptóticas e estimulam a 

produção de fatores de crescimento e de outras citocinas, promovendo ainda a 

diferenciação e proliferação dessas células T. Assim, a CD28 é o principal receptor 

co-estimulador para indução de sinais acessórios para a ativação de células T e 

atuam na regulação da resistência a vários patógenos (ACUTO & MICHEL, 2003). 

Já a molécula CD69 é uma glicoproteína que é expressa mais precocemente 

durante o processo de ativação de linfócitos e monócitos durante por exemplo 

infecção por vírus, bactérias, reconhecimento de células cancerígenas, etc.  Ela atua 

como molécula co-estimuladora para ativação e proliferação de células T (TESTI et 

al., 1994). A molécula HLA-DR é um antígeno de classe II humano do complexo 

principal de histocompatibilidade (MHC), é uma glicoproteína transmembrana 

expressa primariamente em APC´s como linfócitos B, monócitos, macrófagos e 

células epiteliais do timo. Porém, essa molécula também é expressa em células T 

ativadas e possui um importante papel na interação celular durante a apresentação 

de antígenos.  

 

A partir de estudos realizados em modelo murino e em humanos foi possível 

diferenciar duas subpopulações de linfócitos T CD4+ (linfócitos T auxiliares ou 

helper) denominadas Th1 (linfócitos T auxiliares tipo I) e Th2 (linfócitos T auxiliares 

tipo II), que mediam a proteção ou o agravamento da doença. Essa dicotomia 

existente entre a resposta imune, protetora ou não, é provavelmente influenciada 

pelos padrões de citocinas produzidas pelas diferentes subpopulações de linfócitos, 

durante os estágios iniciais de sobrevivência do patógeno no interior dos 

macrófagos. (COOPER et al., 1993 ; DLUGOVITZKY et al., 1997; FLYNN et al., 

1993 ; JUNG et al., 2002 ; OBERHOLZER et al., 2000). 

 

Linfócitos Th1 secretam citocinas como IFN-γ e interleucina 2 (IL-2) que aumentam a 

atividade microbicida dos macrófagos e a expansão de células da imunidade celular 

(ALGOOD et al., 2003 ; BOOM et al., 2003; DLUGOVITZKY et al., 1997 ; NICOD, 

2007; NORTH & JUNG, 2004). 



30 
 

  
  

O IFN-γ é a principal citocina envolvida na resposta imune protetora contra a 

infecção causada por micobactérias. Ela é produzida pelos linfócitos T CD4+, CD8+ e 

células NK. Essa citocina ativa macrófagos aumentando suas propriedades 

bactericidas, auxiliando assim na eliminação do bacilo fagocitado. Além disso, 

também atua como regulador das funções das APC´s aumentando a expressão de 

moléculas de MHC e moléculas co-estimulatórias como CD28 (BOOM et al., 2003; 

DORMAN et al., 2004; FLYNN et al., 1993; NICOD, 2007; OBERHOLZER et al., 

2000).  

 

A presença do bacilo induz macrófagos, células dendríticas e, também, linfócitos T a 

secretarem TNF-α. Nos processos de eliminação da micobactéria, esta citocina 

também tem uma participação fundamental, principalmente na formação do 

granuloma capaz de controlar a progressão da doença (LIN et al., 2007; MOHRAN 

et al., 2001).  Além disso, também é muito importante na indução de respostas 

bactericidas em macrófagos infectados tendo em vista que pacientes que foram 

tratados por imunoterapia com anti-TNF-α, apresentaram reativação da infecção 

latente pelo M. tuberculosis, (GARDAM et al., 2003; GULER et al., 2005; LIN et al., 

2007; VAN PINXTEREN et al., 2000). 

 

As citocinas do perfil Th2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e fator de crescimento tumoral- β 

(TGF-β) são consideradas citocinas imunorreguladoras, pois atuam inibindo a 

produção de citocinas do perfil Th1. Estão relacionadas com a estimulação da 

resposta imune humoral, e parecem favorecer a exacerbação da doença, sendo que 

o TGF-β, também é produzido por macrófagos ativados e interfere também nos 

mecanismos bactericidas destas células. (DLUGOVITZKY et al., 1997; NICOD, 

2007 ; NORTH & JUNG, 2004; OBERHOLZER et al., 2000).  

 

Quando a TB está em atividade, observa-se diminuição da resposta Th1 e aumento 

da produção e ação de citocinas supressoras de perfil Th2 como IL-10 

(DLUGOVITZKY et al., 1997; ELLNER, 1996). Esta citocina inibe a proliferação das 

células e a produção de IFN-γ, comprometendo os mecanismos microbicidas dos 

macrófagos e a apresentação de antígenos, além de ter efeito oposto ao do TNF-α, 
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protegendo contra danos teciduais através da regulação da inflamação e da 

apoptose (ALGOOD et al., 2003; ROJAS et al., 1999). 

 

Outra célula que também participa da resposta imune celular é o linfócito T citotóxico 

(CD8+). Esses linfócitos liberam granulações líticas (granzimas), através de canais 

de perforina, ativando as caspases e assim eliminando as células infectadas, por 

indução apoptótica (CANADAY et al., 2001; KAUFMANN, 2002; NICOD, 2007). Além 

disso, desenvolvem diferentes mecanismos imunorreguladores, dentre os quais se 

destaca a produção de IFN-γ (CANADAY et al., 1999; NICOD, 2007; NORTH & 

JUNG, 2004). 

 

 

Figura 1 – Infecção, evolução da doença e mecanismos imunes ativados durante a infecção 
pelo M. tuberculosis. IFN – interferon; IL- interleucina; LT – linfocina; RNI – intermediário 
reativo de nitrogênio; RNO – intermediário reativo de oxigênio; TNF – fator de necrose tumoral; 
TLR – receptor tipo Toll. 
 

 

Ainda dentro do contexto da imunidade celular, a pequena subpopulação de 

linfócitos DN αβ foram identificadas no sistema imune periférico de ratos e humanos. 

Elas compreendem 1-3% da população periférica de células T em humanos 
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(FISHER et al 2005; NIEHUES et al., 1999; ZHANG et al., 2001). São encontradas 

principalmente no sangue periférico, timo e pele (GROH et al, 1989; LONDEI et al, 

1989; REIMANN, 1991; STENGER & MODLIN, 1999; TORIBO et al, 1988). As 

células T DN αβ reconhecem lípides e glicolípides próprios e de patógenos via uma 

família de glicoproteína semelhante ao MHC-I chamada de CD1, que é uma família 

de moléculas apresentadoras de antígenos (BECKMAN et al., 1994; GILLERON et 

al., 2004; INOUE et al., 2006; MATSUNAGA et al., 2004; MOODY et al., 1997, 

2000a, 2000b; NIEHUES et al., 1999; PORCELLI et al., 1992;). Esta população de 

células expressa, em indivíduos saudáveis, moléculas associadas a funções de 

ativação, memória e citotoxicidade (BROOKS et al., 1993; INOUE et al., 2006; 1993; 

MONTOYA et al., 2008; NIEHUES et al., 1999). 

 

Alguns estudos apontam um potencial de regulação para os linfócitos DN αβ uma 

vez que demonstram ser capazes de inibir uma variedade de respostas imunes 

através da supressão da resposta de linfócitos T CD4+ tanto in vitro (CHEN et al., 

2003a) quanto in vivo (CHEN et al., 2003c, 2005a) e células T CD8+ (CHEN et al., 

2003a, 2003c, 2005a; FORD et al., 2002; ZHANG et al., 2000). Destaca-se também 

a tolerância a transplantes, em que essas células regulam a resposta imune a 

enxertos aumentando sua sobrevida (CHEN et al., 2003a, 2005a; ZHANG et al., 

2000). O mecanismo de lise ou supressão dessas células se dá através interação 

Fas-FasL (FORD et al., 2002). Estudos in vitro demonstram que a supressão pode 

também ser mediada através da inibição da produção de IL-2 pelas células T CD4+ 

(HAMAD et al., 2003). 

 

Em um estudo utilizando modelo de infecção por Listeria monocytogenes foi 

observado acúmulo de células T com fenótipo DN αβ na cavidade peritoneal dos 

camundongos logo após infecção, sugerindo que essa população celular pode 

contribuir na proteção inicial da infecção através da secreção de citocinas que 

induzem acúmulo e ativação de macrófagos como TNF-α e IFN-γ (KADENA et al., 

1997). Além disso, outro estudo demonstrou que células T DN αβ também sofrem 

grande expansão em modelo de infecção murino por citomegalovírus (CMV) 

(HOSSAIN et al., 2000). 
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Níveis aumentados de linfócitos DN αβ são encontrados em camundongos 

infectados por Listeria monocytogenes e citomegalovírus (HOSSAIN et al., 2000; 

KADENA et al., 1997). O mesmo ocorre também em humanos durante síndrome do 

choque tóxico por Staphylococcus e infecção por HIV (CARULLI et al., 2004; 

MATHIOT et al., 2001; MOREAU et al., 1996).  

 

ANTONELLI et al. (2006) demonstraram que as células T DN αβ de pacientes com 

leishmaniose cutânea, possuem um perfil de ativação quando analisadas logo após 

coleta do sangue sem estímulos antigênicos, e após estimulação in vitro produziram 

citocinas inflamatórias como IFN-γ e TNF-α , demonstrando possuir importante papel 

na resposta imune contra esse patógeno. Por outro lado COWLEY et al. (2005) 

demonstraram em modelo murino, que essas células são capazes de controlar o 

crescimento intracelular de M. tuberculosis e Francisella tularensis in vitro, 

apresentando significativa resposta proliferativa e contribuindo para o controle da 

infecção in vivo através de vários mecanismos, incluindo a produção de citocinas 

IFN-γ, TNF-α e IL-12 e possivelmente o desenvolvimento de citotoxicidade.  

 

THOMSSEN et al. (1995) observaram que células T DN αβ humanas apresentam 

resposta linfoproliferativa positiva, após estímulo in vitro com antígenos de várias 

espécies de Mycobacterium. Outros trabalhos também demonstraram que células T 

DN αβ do sangue periférico de pacientes com TB exibem um perfil de ativação 

através da expressão de moléculas em sua superfície como CD28 e HLA-DR 

(MONTOYA et al., 2007; NIEHUES et al., 1999), e após estímulo in vitro são 

capazes de produzir citocinas tanto do perfil Th1 quanto do perfil Th2 (MONTOYA et 

al., 2007), são capazes de lisar macrófagos infectados in vitro através da interação 

do ligante FasL nas células T DN αβ com a molécula Fas na superfície da célula alvo 

mas, não são capazes de matar a bactéria intracelular. Segundo STENGER et al. 

(1997) isso poderia sugerir um mecanismo de regulação uma vez que, eliminando 

células infectadas diminui o estímulo da resposta imune adaptativa e assim a 

ativação de células T e, consequentemente os danos teciduais. 

 

Outra população de células DN são os linfócitos T que expressam TCR composto 

pelas cadeias γ e δ. Esses linfócitos também estão presentes em baixas 



34 
 

  
  

concentrações, variando entre 1 a 5% do total dos linfócitos T circulantes em adultos 

saudáveis (CARDING & PAUL, 2002; RODEN et al., 2008; VROOM et al., 1991). 

Porém essas células são encontradas com maior freqüência em órgãos como pele, 

pulmão, intestino e trato geniturinário (CARDING & PAUL, 2002; MOSER & EBERL, 

2007; NANNO et al., 2007).  

 

Estudos têm demonstrado a participação dos linfócitos γδ em doenças autoimunes 

(KAPP et al., 2004; POGGI et al., 2007), diversos tipos de tumores (CORVAISIER et 

al., 2005; VIEY et al., 2005; VON LILIENFELD-TOAL et al., 2006; ZOCCHI & 

POGGI, 2004) e em resposta a vários tipos de infecções, o que poderia indicar uma 

função protetora dessas células contra diferentes tipos de estímulos e agentes 

infecciosos (CHEN et al., 2003b). 

 

Os mecanismos para ligação e reconhecimento do antígeno pelas células T γδ ainda 

não estão completamente compreendidos, porém parece que em alguns casos o 

antígeno pode se ligar diretamente ao TCR desta célula e em outro, necessitam ser 

apresentados por uma APC (MORITA et al., 2007) podendo ter a participação da 

molécula CD1 no reconhecimento de alguns antígenos lipídicos (RUSSANO et al., 

2006; SPADA et al., 2000). Outros estudos discutem que o reconhecimento de 

antígenos pelo TCR γδ ocorre de forma fundamentalmente diferente do que ocorre 

nas células T αβ. As células γδ não requerem o processamento do antígeno e o 

reconhecimento não é restrito às moléculas do complexo MHC. Portanto, elas são 

capazes de responder a pequenos peptídeos solúveis e compostos como isopentenil 

pirofosfato e outros intermediários da via do mevalonato e alquilaminas, compostos 

não peptídicos ubiquamente encontrados em plantas e bactérias (BUKOWSKI et al., 

1999; KABELITZ, 2008; TANAKA et al., 1995), dessa forma são capazes de 

reconhecer uma infinidade de antígenos presentes em diversos agentes 

potencialmente prejudiciais ao organismo. 

 

BRANDES et al. (2005) demonstraram que células T γδ humanas possuem as 

características principais de APC. Quando ativadas, essas células processam e 

apresentam os antígenos via MHC e fornecem sinais co-estimulatórios suficientes 

para indução da proliferação e diferenciação celular de linfócitos T αβ naive in vitro. 
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Dessa forma, atuam dentro da imunidade inata e servem como elo entre a 

imunidade inata e adaptativa. Alguns estudos mostram que linfócitos DN γδ da 

corrente sanguínea, após serem expostas a agentes infecciosos podem ativar outros 

componentes do sistema imune e desencadear rápida secreção de quimiocinas e 

citocinas do perfil Th1 como IFN-γ e TNF-α estimulando assim as células NK, NKT e 

facilitando o desenvolvimento da resposta imune adaptativa de linfócitos T αβ 

específicos (MOSER & EBERL, 2007; WANG et al., 2001b). Além disso, também 

secretam quimiocinas que atraem leucócitos e fagócitos para o local da infecção 

(CIPRIANI et al., 2000).  

 

As células T γδ também podem destruir células infectadas e bactérias intracelulares 

através da liberação de granzimas e perforinas (DE LA BARRERA et al., 2003; DIELI 

et al., 2001; OTTONES et al., 2000) e impedirem assim a disseminação do M. 

tuberculosis pelo organismo via Fas-FasL (DE LA BARRERA et al., 2003) de modo 

semelhante ao que ocorre em linfócitos T CD8 citotóxicos.  

  

Essas células DN γδ circulantes também são importantes para manutenção da 

integridade do tecido em resposta a infecções e nos processos de cicatrização 

através da secreção de quimiocinas como fator de crescimento para queratinócitos 

(KGF) e fator de crescimento para fibroblasto (FGF-9) que induzem a proliferação de 

células responsáveis pelo reparo tecidual, como células epiteliais, por exemplo, 

(WORKALEMAHU et al., 2004, 2006). RHODES et al. (2001) demonstraram 

evidências que os linfócitos T γδ podem regular a função imune de outros leucócitos 

devido a produção de citocinas reguladoras como IL-10 e TGF-β. Além disso, as 

células T γδ também expressam receptores de células NK como NKG2D (BAUER et 

al., 1999; DAS et al., 2001; RINCON-OROZCO et al., 2005), podendo então exibir 

atividade citotóxica contra células infectadas por vírus e células tumorais.  

 

Estudos in vitro realizados em primatas demonstraram o desenvolvimento de 

memória pelas células T γδ, evidenciada por uma resposta maior e mais rápida após 

a segunda exposição ao antígeno (SHEN et al., 2002). Porém, essas células não 

são capazes de desenvolver memória do tipo antígeno-específica, ou seja, não são 

capazes de desenvolver uma resposta a apenas um antígeno, como as células T αβ 
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de memória. Essas células T γδ após exposição a determinado antígeno se 

transformam em um estado que os pesquisadores designaram de “preparadas” no 

qual as células expressam marcadores de ativação e algumas moléculas de 

memória, sendo capazes então de reagir de forma mais exacerbada em uma 

segunda exposição, porém, essa resposta não é antígeno-específica uma vez que 

elas não possuem especificidade para os antígenos (JIN et al., 2005; SHEN et al., 

2002).  

 

Além disso, estudos recentes demonstraram que células T γδ humanas ativadas 

podem auxiliar na resposta imune humoral mediada por linfócitos B. Isto foi 

evidenciado pela demonstração de moléculas co-estimulatórias importantes para 

ativação das células B em linfócitos T γδ, e em co-culturas in vitro com células B 

tonsilar e células γδ (BRANDES et al., 2003; CACCAMO et al., 2006). 

 

Concluindo, os linfócitos γδ podem auxiliar na defesa do organismo através da 

apresentação de antígenos, secreção de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias, 

destruição direta de células infectadas ou transformadas, regulação do processo 

inflamatório, auxílio na ativação de células B e produção de anticorpos e ainda 

podem exibir comportamento de células de memória. Dessa forma, elas possuem 

características inatas e adaptativas muitas vezes sendo consideradas o elo entre os 

dois tipos de resposta imune.  

 

Dentro do contexto da TB, alguns estudos foram e estão sendo realizados com o 

intuito de caracterizar a participação dos linfócitos DN γδ na resposta imune contra 

micobactérias, uma vez que foi demonstrado que essas células expandem in vitro 

após estímulo de antígenos não peptídicos de micobactérias (CONSTANT et al., 

1994; KABELITZ et al., 1990; TANAKA et al., 1995). Além disso, pacientes 

infectados pelo M. tuberculosis podem apresentar número elevado, inalterado ou 

diminuído de linfócitos DN γδ na corrente sanguínea, o que demonstra grande 

divergência entre os estudos já realizados (AKBULUT et al., 2009; BALBI et al., 

1993; BALIKO, 1997; BEHR-PERST et al., 1999; CARVALHO et al., 2002; 

COROMINAS et al., 2004; DE LA BARRERA et al., 2003; GIOIA et al., 2003; ITO et 

al., 1992; LI et al., 1996, LI et al., 1998; UETA et al., 1994; YOSHIDA, 2001) 
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A atuação da imunidade humoral parece ser pouco relevante na defesa do 

organismo, os anticorpos podem auxiliar nas fases iniciais da infecção, quando os 

macrófagos ativados iniciam a fagocitose de bacilos quando se encontram no meio 

extracelular servindo como opsonina (DE VALLIERE et al., 2005). Além disso, 

estudos recentes realizados em modelo animal e humano mostram que há um 

sinergismo e interdependência entre a resposta imune celular e imunidade humoral, 

sendo assim, apesar de pouco evidente, a resposta humoral seria importante para 

ativação e manutenção da resposta imune celular sabidamente importante na 

eliminação dos bacilos (ABEBE & BJUNE , 2009). 

 

Portanto, está claro que existe uma complexa interação entre as células do sistema 

imunológico e o M. tuberculosis e o resultado desta pode-se obter uma resistência 

ou uma maior susceptibilidade à infecção. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 

A TB continua sendo um sério problema de Saúde Pública no mundo. Os avanços 

no seu conhecimento e a tecnologia disponível para o seu controle não tem sido 

suficientes para alterar significativamente a sua morbidade e mortalidade, 

principalmente nos países em desenvolvimento (BRASIL, 2005). 

 

Entretanto, a despeito da gravidade desta doença, o mecanismo da imunidade 

protetora contra o M. tuberculosis em humanos, ainda não foi completamente 

elucidado. Numerosos estudos vêm enfatizando o importante papel da imunidade na 

eliminação da bactéria, sobretudo a imunidade celular responsável pelos principais 

mecanismos efetores de destruição de macrófagos infectados (BOOM et al., 2003; 

NICOD, 2007; NORTH & JUNG, 2004).  

 

Alguns estudos apontam a importância dos linfócitos DN αβ e γδ em algumas 

doenças infectocontagiosas como leishmanioses, malária, hepatites e algumas 

infecções causadas por bactérias (CARULLI et al., 2004; CHEN et al., 2003b; DE LA 

BARRERA et al., 2003; DIELI et al., 2001; HOSSAIN et al., 2000; KADENA et al., 

1997; MATHIOT et al., 2001; MOREAU et al., 1996; OTTONES et al., 2000). Porém, 

apesar dos esforços, muitos estudos ainda são necessários para se conhecer o 

papel exato dessas células na imunidade contra infecções por micobactérias. Uma 

melhor caracterização dos linfócitos DN αβ e γδ na TB poderá ser utilizada na 

padronização de novos parâmetros laboratoriais para avaliação clínica e prognóstica 

de pacientes infectados, bem como no futuro, o desenvolvimento de novas vacinas 

e/ou terapias que explorem esse conhecimento ainda pouco compreendido.  

 

Com o intuito de averiguar se as apresentações radiológicas avançadas da TB, bem 

como as não avançadas, apresentam um perfil de células imunológicas diferenciado, 

foi realizada uma imunofenotipagem dos linfócitos do sangue periférico de pacientes 

portadores das diferentes apresentações radiológicas da TB, de modo a identificar 

qual (ais) célula (s) estariam ativadas e persistentes nesses indivíduos além de 
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averiguar nesses casos o perfil dos linfócitos DN αβ e γδ e o padrão de citocinas por 

essas células produzidas. 
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3 OBJETIVO GERAL 

 

 

Investigar se os pacientes com as apresentações radiológicas não avançadas e 

avançadas da TB possuem alguma alteração quanto a parâmetros da imunidade 

celular e quanto ao perfil e padrão de citocinas produzidas pelos linfócitos DN γδ e 

αβ, quando comparados com o perfil imunológico de indivíduos saudáveis não 

reatores ao TT. 

 

 

3.1 Objetivos Específicos  

 

 

• Caracterizar através da citometria de fluxo os percentuais dos linfócitos DN γδ 

e αβ do sangue periférico de pacientes com TB pulmonar com as 

apresentações radiológicas não avançadas e avançadas, além de compará-

los com os indivíduos saudáveis TT negativos; 

 

• Investigar a expressão de marcadores de ativação nos linfócitos DN γδ e αβ 

do sangue periférico de pacientes portadores das apresentações radiológicas 

não avançadas e avançadas da TB pulmonar, bem como em indivíduos 

saudáveis TT negativos; 

 

• Investigar a produção de IL-10, IFN-γ e TNF-α pelos linfócitos DN γδ e αβ do 

sangue periférico de pacientes portadores das apresentações radiológicas 

não avançadas e avançadas da TB pulmonar e de indivíduos saudáveis TT 

negativos.   
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4 PACIENTES, MATERIAS E MÉTODOS   

 

 

4.1 Normas éticas 

 

 

Para a elaboração dos protocolos experimentais de acordo com normas éticas em 

pesquisa médica, foram adotados os princípios da “Declaração de Helsinque” 

(adotada pela 18ª Assembléia Mundial de Médicos, Helsinque, Finlândia, 1964, e 

revista na 29ª Assembléia Mundial de Médicos em Tóquio, Japão, 1975), contidos no 

“Código de Ética Médica” do Conselho Federal de Medicina do Brasil (2ª ed., 1990). 

Tal declaração foi aceita pelo Conselho Federal de Medicina através da resolução 

de 30/06/1983. 

 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em pesquisa da UFMG –COEP 

registro no ETIC 095/08 (Anexo A). 

 

 

4.2 População 

 

 

Os participantes deste estudo foram recrutados no Ambulatório de TB da Faculdade 

de Medicina, Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Minas Gerais onde 

os pacientes com diagnóstico de TB pulmonar aceitaram participar do estudo, 

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo B), foram 

entrevistados por pneumologistas que preencheram a ficha clínica (Anexo C). O 

diagnóstico da TB foi estabelecido pelos dados clínicos e laboratoriais. 

 

Todos os indivíduos foram esclarecidos quanto à natureza do estudo e permitiram a 

coleta de sangue para os testes imunológicos realizados no Laboratório de 

Imunologia Clínica da Faculdade de Farmácia/UFMG e no Laboratório de 

Biomarcadores de Diagnóstico e Monitorização, do Centro de Pesquisa René 

Rachou. 
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A classificação clínica dos pacientes quanto a apresentação radiológica avançada e 

não avançada da TB pulmonar foi realizada de acordo com AL-MOAMARY et al. 

(1999) na qual são necessários dois médicos e um radiologista para avaliar o RX. 

Nesse estudo a extensão da doença é baseada no número de zonas pulmonares 

acometidas, sendo considerado que cada pulmão possui três zonas (superior, média 

e inferior). O envolvimento de uma ou duas zonas é considerado doença localizada, 

três ou quatro zonas como doença moderada e cinco ou seis zonas, doença 

extensa. Com base nessas informações foi classificados os pacientes que 

participaram desse estudo em tuberculose pulmonar apresentação radiológica não 

avançada (TBNAV) e tuberculose pulmonar apresentação radiológica avançada 

(TBAV). Os pacientes classificados com TBNAV são aqueles que possuem doença 

localizada ou moderada e os pacientes classificados com TBAV são aqueles que 

possuem doença extensa e/ou cavitação (LAZZARINI, et al. 2008).  

 

Após esses procedimentos, os pacientes foram tratados e acompanhados pelo 

médico até a completa cura. Todos os pacientes receberam o tratamento de acordo 

com o esquema recomendado pelo Ministério da Saúde (BRASIL, 2002a) que se 

constitui na associação dos antibióticos isoniazida, rifampicina e pirazinamida como 

medicamentos de primeira linha e a associação com etambutol quando o caso for 

retratamento. 

 

Como controle para nosso estudo foi utilizado um grupo de indivíduos TT- 

constituídos de voluntários saudáveis, sem sinais clínicos e radiológicos sugestivos 

de TB, e HIV negativo oriundos do Ambulatório de Tuberculose do Hospital das 

Clínicas da Universidade Federal de Minas Gerais. O TT com PPD (RT 23 do 

Mycobacterium tuberculosis, 2 UT – Compenhague-Dinamarca), foi administrado no 

volume de 0,1ml pela técnica de Mantoux (intradérmica) no antebraço esquerdo 

(TT1). Um segundo TT (TT2) foi realizado (antebraço direito) após uma semana do 

TT1, para a avaliação do efeito booster (incremento de 6 mm E >10 mm). A leitura foi 

feita 72 h após cada teste, medida com régua milimetrada e transparente de 10 cm e 

o resultado dado em milímetros da maior induração transversa. (ATS, 2000). O TT 

negativo (TT-) em indivíduos saudáveis foi definido com o primeiro TT menor que 10 

mm e efeito booster negativo.  



43 
 

  
  

Assim, neste estudo foram avaliados: 

• Grupo de 10 (dez) pacientes sintomáticos com TBNAV analisados antes do 

tratamento para TB; 

• Grupo de 10 (dez) pacientes sintomáticos com TBAV analisados antes do 

tratamento para TB; 

• Grupo de 10 (dez) indivíduos saudáveis, com baciloscopia negativa e 

radiografia de tórax normal, não reatores ao TT. 

 

 

4.3 Critérios de inclusão no estudo 

 

 

• Indivíduos entre 18 e 65 anos; 

• Indivíduos HIV negativo; 

• Pacientes com baciloscopia positiva e/ou cultura positiva, além de radiografia 

de tórax sugestiva; 

• Pacientes que não iniciaram o tratamento quimioterápico; 

• Indivíduos saudáveis não reatores ao TT com radiografia de tórax normal 

para compor o grupo controle saudável não reatores ao TT; 

• Concordância com a participação no estudo e assinatura do termo de 

consentimento livre e esclarecido (pelo paciente, indivíduo saudável ou 

responsável legal). 

 

 

4.4 Critérios de exclusão no estudo 

 

 

• Indivíduos HIV positivo; 

• Gestantes; 

• Pacientes com outros quadros patológicos associados tais como: diabetes, 

silicose, sarcoidose, linfoma, hepatopatias, imunodeficiência congênita, 

insuficiência renal crônica, autoimunidade e desnutrição; 

• Pacientes que abandonaram o tratamento anteriormente; 



44 
 

  
  

• Indivíduos em uso de imunossupressores e corticosteróides; 

• Paciente com formas extra pulmonares da TB; 

• Recusa em assinar o termo de consentimento livre e esclarecido. 

 

 

4.5 Estudos laboratoriais  

 

 

4.5.1 Obtenção de amostras de sangue  

 

 

Foram coletados 20 mL de sangue periférico com anticoagulante heparina, e 5,0 mL 

com anticoagulante Acido Etilenodiaminotetraacético sal dissódico (EDTA), 

diretamente em tubos do sistema “Vacutainer” (Becton-Dickinson), devidamente 

identificados. Todo material utilizado na coleta era estéril. A amostra de sangue foi 

coletada antes do início do tratamento quimioterápico nos pacientes com o 

diagnóstico de TB e nos indivíduos TT- que concordaram em participar do trabalho. 

 

 

4.5.2 Testes Imunológicos 

 

 

4.5.2.1 Análise imunofenotípica dos linfócitos do sangue periférico 

(Imunofenotipagem) 

 

 

4.5.2.1.1 Anticorpos monoclonais 

 

 

Para análise imunofenotípica foram utlizados anticorpos monoclonais provenientes 

das empresas BD Biosciences® (Tabela 1), que apresentam especificidade para 

glicoproteínas expressas na superfície leucocitária designadas internacionalmente 

como CD (CLUSTER OF DIFFERENTIATION). Os anticorpos monoclonais (MoAb) 
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reagem especificamente com distintos CDs e assim, pode-se ter uma avaliação da 

expressão dos diferentes marcadores de superfícies leucocitárias ao longo do 

processo infeccioso provocado pelo M. tuberculosis e, consequentemente, da 

funcionalidade efetora do sistema imune dentro desse contexto. 

 

Tabela 1 - Anticorpos monoclonais marcados com os fluorocromos isotiocianato de 
fluoresceína (FITC), tricolor (TC) e ficoeritrina (PE) utilizados para análise de 
populações, subpopulações celulares e marcadores de ativação. 

 

Anticorpo Laboratório Código Clone 

anti-CD4-TC BD Biosciences 555348 RPAT4 

anti-CD8-TC  BD Biosciences 555636 HIT8a 

anti-γδ-FITC BD Biosciences 559878 MOPC-21 

anti-αβ-FITC BD Biosciences 555547 G155-228 

anti-CD69-PE BD Biosciences 555531 MOPC-21 

anti-CD28-PE BD Biosciences 555729 CD28.2 

anti-HLADR-PE BD Biosciences 555812 G46-6 

 

 

4.5.2.1.2 Titulação dos marcadores de superfície celular 

 

 

A titulação dos marcadores de superfície celular foi realizada empregando sangue 

total periférico de doadores saudáveis provenientes do Laboratório de Imunologia 

Clínica da Faculdade de Farmácia da UFMG, para se determinar o volume ideal de 

anticorpos antes de se realizar as análises imunofenotípicas por citometria de fluxo 

das amostras dos pacientes e do grupo controle.  

 

Assim, foram realizadas titulações utilizando as diluições 1:10, 1:20 e 1:40 dos 

anticorpos empregados neste estudo.  
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4.5.2.1.3 Análise “ex vivo” do fenótipo celular dos linfócitos do sangue periférico 

 

 

Os ensaios de imunofenotipagem dos linfócitos do sangue periférico foram feitos 

segundo protocolo proposto pelo fabricante, modificado conforme descrito a seguir. 

 

Em tubos de poliestireno 22x75mm foram adicionados 10µL da diluição dos 

anticorpos monoclonais específicos para o marcador de superfície celular de 

interesse, marcados com fluorocromos, nas seguintes diluições anti CD4-TC 1:20, 

anti CD8-TC 1:20, anti αβ-FITC 1:5, anti iδ-FITC 1:10, anti CD28-PE 1:40, anti CD 

69-PE 1:10 e anti HLA-DR-PE 1:40. 

 

Para cada análise foram utilizados 50µL de sangue periférico total coletado em tubos 

contendo EDTA. Após homogeneização em vortex, as amostras foram incubadas 

por 30 minutos, com os anticorpos adequados, à temperatura ambiente e ao abrigo 

da luz. Após o período de incubação, as amostras foram submetidas à lise dos 

eritrócitos, utilizando 2mL de solução de lise comercial (FACS TM Lysing Solution – 

Becton Dickinson) diluída 10 vezes em água destilada. Após nova homogeneização 

em vortex, as amostras foram incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente e 

então submetidas à centrifugação (400g, 10 minutos a 18oC). O sobrenadante foi 

descartado e as amostras foram lavadas com 2mL de tampão fosfato salino (PBS) 

(0,015M pH 7,4), empregando-se as mesmas condições de centrifugação 

anteriormente citadas. Em seguida, as amostras foram fixadas com 300µL de 

solução fixadora – MFF (10g/L de paraformaldeído, 1% de cacodilato de sódio, 

6,67g/L de cloreto de sódio, pH 7,2). As amostras foram mantidas a 4 oC, ao abrigo 

da luz, até o momento da leitura, sendo que o tempo máximo para a coleta dos 

dados foi sempre inferior a 24h. A análise dos parâmetros fenotípicos das células 

presentes em cada tubo foi determinada com o auxílio de um citômetro de fluxo 

(FACScalibur – Becton Dickinson), utilizando o programa CELLQuestTM para 

aquisição e análise dos dados, empregando diferentes estratégias de análises, como 

descritos nos itens 4.5.2.1.6. 
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4.5.2.1.4 Obtenção do antígeno do M. tuberculosis cepa H37RV 

 

 

A cepa de referência H37Rv foi adquirida do Laboratório de Micobactérias do 

Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Esta cepa foi 

repicada em tubos com meio Loweinstein Jensen e incubadas até evidência de 

crescimento bacteriano (colônias do M. tuberculosis) a 37oC. Após crescimento, as 

colônias foram inativadas a 80oC por 1h e sonicadas em 2 ciclos de 20 segundos a 

40 hertz em banho de gelo (ou em amplitude de 36%). Então elas foram 

esterilizadas através de radiação gama (dose de 5000 Gray por 2h e 15 min). Por 

fim, dosou-se proteína pelo método de LOWRY et al. (1951). 

 

 

4.5.2.1.5 Avaliação do padrão de citocinas intracelulares em linfócitos do sangue 

periférico após cultura in vitro 

 

 

4.5.2.1.5.1 Obtenção de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) 

 

 

Para o isolamento de células mononucleares periféricas foi utilizado 10mL de 

Histopaque (densidade 1,077g/mL -SIGMA), sobre o qual, foram depositados 20 ml 

de sangue heparinizado de cada indivíduo, em tubos estéreis de poliestireno de 50 

mL. O sistema foi centrifugado a 550g durante 40 minutos a 18oC. O anel de células 

mononucleares formado na interface Histopaque - plasma foi removido com auxílio 

de pipeta Pasteur e lavado por três vezes em meio RPMI-1640, através de 

centrifugação a 370g, durante 7 minutos e a 4oC. As células foram ressuspensas em 

1,0 ml de meio RPMI-1640 e contadas em câmara hemocitométrica de Neubauer, 

acertando-se a concentração para 1,0 x 107 cels/mL.  
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4.5.2.1.5.2 Detecção intracitoplasmática de citocinas (IL-10, IFN-γ e TNF-α) 

 

 

Após o ajuste da concentração celular, as células mononucleares foram incubadas 

em placas de cultivo celular de 24 wells contendo meio de cultura RPMI-1640 com 

5% de soro AB humano Rh positivo, na ausência (cultura controle) ou presença de 

antígeno do bacilo M. tuberculosis cepa H37RV na concentração final de 20µg/mL 

(cultura estimulada). Cada well continha volume final de 800µL com uma 

concentração celular de 1,0 x 107 cels/mL. Além disso, para o controle de 

funcionalidade celular, através da produção de citocinas, foram empregadas culturas 

contendo acetato miristato de forbol (PMA) e ionomicina na concentração final de 

25ng/mL e 1ng/mL, respectivamente (o PMA e a ionomicina só foram adicionados 

aos wells após a primeira incubação). As amostras foram incubadas por 48 horas 

em estufa contendo 5% de CO2 a 37oC. Após esta primeira incubação foram 

adicionados 8µL de brefeldina A na concentração final de 10 µg/mL em todos os 

wells e, também, o PMA e a ionomicina nos wells correspondentes. As amostras 

foram novamente incubadas em estufa contendo 5% de CO2 a 37oC por um período 

de 4 horas.  A utilização da brefeldina A assegura a retenção da citocina no interior 

celular, uma vez que essa substância as mantém no interior do complexo de Golgi. 

Após a segunda incubação, 88µL EDTA 20mM (concentração final de 2mM) foram 

adicionadas diretamente às culturas. Após homogeneização em vortex, as culturas 

foram incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente. Este procedimento 

bloqueia o processo de ativação posterior das células e garante a obtenção de 

resultados padronizados. Posteriormente, as células cultivadas foram incubadas em 

tubos de poliestireno 22x75mm, por 30 minutos, contendo anticorpos monoclonais 

de superfície anti CD4, CD8, αβ e γδ, para identificar as populações de linfócitos de 

interesse. Em seguida, os eritrócitos foram lisados e os leucócitos fixados com 2mL 

de solução de lise comercial (Facs Lysing Solution – Becton Dickinson) por 10 

minutos a temperatura ambiente.  As células foram centrifugadas a 400g, por 7 

minutos a 4 oC. Posteriormente foram lavadas com 2 mL de PBS-W (PBS 0,015M pH 

7,4 contendo 0,5% de albumina sérica bovina-BSA e 0,1% de azida sódica) e 

permeabilizadas com 3mL de PBS-P (PBS 0,015M pH 7,4 contendo 0,5% de BSA, 

0,1% de azida sódica e 0,5% de saponina) por 10 minutos a 4 oC. A suspensão 
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celular foi centrifugada à 400g, por 7 minutos a 4 oC, e novamente lavada com PBS-

W. Posteriormente, 30µL das células permeabilizadas foram adicionadas em tubos 

de poliestireno 22x75mm contendo 20µL de anticorpo monoclonal anti-citocina 

marcado com ficoeritrina (PE) a uma diluição de 1:50 em PBS-P (Tabela 2)  e 

incubadas por 30 minuto a 4 oC. 

 

Tabela 2 - Anticorpos monoclonais marcados com ficoeritrina (PE) utilizados para análise 
da expressão de citocinas intracelular. 
 

Anticorpo Laboratório Código Clone 

Anti-TNF-α-PE BD Biosciences 559321 MAB11 

anti-IFN-γ-PE BD Biosciences 559327 B27 

anti-IL-10-PE BD Biosciences 559330 JES3-19F1 

 

 

Após período de incubação as células foram primeiramente lavadas com 2mL de 

PBS-P e, em seguida com 2mL de PBS-W. Por fim, foram adicionados 200µL de 

solução fixadora - MFF (10g/L de paraformaldeído, 1% de cacodilato de sódio, 

6,67g/L de cloreto de sódio, pH 7,2). As amostras foram mantidas a 4 oC, ao abrigo 

da luz, até o momento da leitura, que não foi superior a 24 horas. A análise dos 

parâmetros fenotípicos das células presentes em cada tubo foi determinada com o 

auxílio de um citômetro de fluxo (FACScalibur – Becton Dickinson), utilizando o 

programa CELLQuestTM para aquisição e análise dos dados, empregando diferentes 

estratégias de análises, como descritos no item 4.5.3.1.6.  

  

 

4.5.2.1.6 Estratégia de aquisição dos dados 

 

 

Os dados obtidos por meio da imunofenotipagem dos linfócitos do sangue periférico 

foram avaliados utilizando diferentes estratégias de análise, dependendo do fenótipo 

celular avaliado. Assim, empregando os recursos múltiplos do programa 

CELLQuestTM, foram adotadas diferentes estratégias para análise fenotípica, 

baseadas em quatro definições disponíveis, denominadas aqui: análise convencional 
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de linfócitos (SATHLER-AVELLAR et al., 2003),  análise de linfócitos αβ+CD4-CD8- e 

iδ+CD4-CD8-, análise de linfócitos αβ+CD4-CD8- e iδ+CD4-CD8- ativadas (HLA-DR, 

CD69 e CD28) e análise de citocinas intracitoplasmáticas IFN-i, TNF-α e IL-10 nos 

linfócitos αβ+CD4-CD8- e iδ+CD4-CD8- (ANTONELLI et al., 2006). 

 

 

4.5.2.1.6.1 Análise convencional de linfócitos 

 

 

A análise convencional foi feita segundo estratégia proposta por SATHLER-

AVELLAR et al. (2003). A Figura 2 ilustra de forma genérica as sequências de 

passos para os diferentes tipos de análises convencionais. Esse tipo de análise 

consistiu na seleção da população celular de interesse baseada em aspectos 

morfométricos, através de gráficos de distribuição puntual de tamanho (FSC) versus 

granulosidade (SSC) (Figura 2A). Após a seleção da região de interesse (R1), o 

percentual de subpopulações celulares fluorescentes, dentro da população 

selecionada, foi obtido em gráficos bidimensionais de distribuição pontual de 

fluorescência, incluindo as modalidades FL1 versus FL3 e FL2 versus FSC (Figura 

2B).  
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Figura 2 - Sequência de procedimentos utilizados para as 
análises dos percentuais de populações celulares por citometria 
de fluxo. (A) Gráfico de distribuição puntual de tamanho (FSC) 
versus granulosidade (SSC) utilizado para a seleção da 
população de linfócitos – R1. (B) Gráfico de distribuição pontual 
FL1/αβ versus FL3/CD4 e utilizado para quantificar o percentual 
das populações ou subpopulações celulares específicas em R1. 
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4.5.2.1.6.2 Análise de linfócitos αβ+CD4-CD8- e iδ+CD4-CD8- 

 

 

A análise dos linfócitos αβ+CD4-CD8- e iδ+CD4-CD8- foi realizado segundo 

ANTONELLI et al. (2006). A Figura 3 ilustra a sequência de procedimentos para a 

análise de linfócitos DN. Após a seleção da região de interesse (R1), baseada em 

aspectos morfométricos, obtidos através de gráficos de distribuição puntual de 

tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC) (Figura 3A), foram construídos 

gráficos de FL3/CD4CD8 versus FL1/αβ (Figura 3B) ou FL3/CD4CD8 versus 

FL1/iδ (Figura 3C), onde o percentual de subpopulações celulares fluorescentes, 

dentro da população selecionada, foi obtido em gráficos bidimensionais de 

distribuição puntual de fluorescência em R2. 
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Figura 3 – Sequência de procedimentos utilizados para as análises 

dos percentuais de linfócitos αβ+CD4-CD8- e γδ+CD4-CD8- por citometria 
de fluxo. (A) Gráfico de distribuição puntual de tamanho (FSC) versus 
granulosidade (SSC) utilizado para a seleção da população de interesse, 
nesse caso linfócitos – R1. (B) Gráfico de distribuição puntual 
FL3/CD4CD8 versus FL1/αβ utilizado para quantificar o percentual de 
linfócitos αβ+CD4-CD8- em R2. (C) Gráficos de distribuição puntual 

FL3/CD4CD8 versus FL1/γδ utilizado para quantificar o percentual de 
linfócitos iδ+CD4-CD8- em R2. 
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4.5.2.1.6.3 Análise da expressão de marcadores de ativação (HLA-DR, CD69 e 

CD28) em linfócitos αβ+CD4-CD8- e iδ+CD4-CD8-  

 

A análise dos linfócitos αβ+CD4-CD8- ou iδ+CD4-CD8- ativados (HLA-DR, CD69 e 

CD28) foi realizado segundo ANTONELLI et al. (2006). A Figura 4 ilustra a 

sequência de procedimentos para a análise dos linfócitos DN. Após a seleção da 

região de interesse (R1), baseada em aspectos morfométricos, obtidos através de 

gráficos de distribuição puntual de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC) 

(Figura 4A), foram construídos gráficos de FL3/CD4CD8 versus FL1/αβ (Figura 4B) 

ou FL3/CD4CD8 versus FL1/iδ (Figura 4C), onde a região (R2) foi delimitada 

selecionando-se a população αβ+CD4-CD8- ou iδ+CD4-CD8-. O próximo passo 

constituiu na combinação das regiões R1 e R2 através da fórmula “G2 = R1and R2”, 

onde “and” designa a interseção dos eventos presentes simultaneamente em R1 e 

R2. Em seguida, gráficos de FSC versus FL2/HLA-DR ou CD69 ou CD28, contendo 

as células confinadas em G2, foram utilizadas para quantificar o percentual de 

células αβ+CD4-CD8- ou iδ+CD4-CD8- que expressam os marcadores de ativação 

HLA-DR, CD69 e CD28 (Figuras 4D, 4E e 4F).        
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Figura 4 - Sequência de procedimentos utilizados para as análises dos percentuais de 

linfócitos αβ+CD4-CD8- e γδ+CD4-CD8- ativadas (HLA-DR+, CD69+ e CD28+) por citometria de 
fluxo. (A) Gráfico de distribuição puntual de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC) 
utilizado para a seleção da população de interesse, nesse caso linfócitos pequenos – R1. 
(B) Gráfico de distribuição puntual FL3/CD4CD8 versus FL1/αβ (R2) utilizado para 
selecionar a população celular αβ+CD4-CD8-. (C) Gráfico de distribuição puntual 

FL3/CD4CD8 versus FL1/γδ (R2) utilizado para selecionar a população celular γδ+CD4-CD8-. 
(D, E e F) Após a combinação das regiões R1 e R2, através da fórmula “G2=R1and R2”, 
gráficos de FSC versus FL2/HLA-DR ou CD69 ou CD28, contendo as células confinadas em 
G2, foi empregado para quantificar o percentual das subpopulações αβ+CD4-CD8-HLA-DR+, 

αβ+CD4-CD8-CD69+, αβ+CD4-CD8-CD28+ ou γδ+CD4-CD8-HLA-DR+, γδ+CD4-CD8-CD69+ e 

γδ+CD4-CD8-CD28+. 
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4.5.2.1.6.4 Análise de citocinas intracitoplasmáticas em linfócitos αβ+CD4-CD8- e 

γδ+CD4-CD8- 

 

 

A análise do perfil de citocinas intracitoplasmáticas produzidas pelos linfócitos 

αβ+CD4-CD8- e γδ+CD4-CD8- foi feita segundo estratégia proposta por ANTONELLI 

et al. (2006). A Figura 5 ilustra a sequência de passos para a análise de citocinas 

citoplasmáticas. Após a seleção da região de interesse (R1), baseada em aspectos 

morfométricos, obtidos através de gráficos de distribuição puntual de tamanho (FSC) 

versus granulosidade (SSC) (Figura 5A), foram construídos gráficos de 

FL3/CD4CD8 versus FL1/αβ e FL3/CD4CD8 versus FL1/γδ (Figuras 5B e 5C), onde 

a região (R2) foi delimitada selecionando-se as populações αβ+CD4-CD8- e γδ+CD4-

CD8-, respectivamente. Em seguida combinou-se as regiões R1 e R2 através da 

fórmula “G2 = R1and R2”, onde “and” designa a interseção dos eventos presentes 

simultaneamente em R1 e R2. Utilizou-se então gráficos de FSC versus FL2/ IFN-γ, 

TNF-α e IL-10, contendo as células confinadas em G2, para quantificar o percentual 

de subpopulações celulares αβ+CD4-CD8-IFN-γ+, αβ+CD4-CD8-TNF-α+, αβ+CD4-CD8-

IL-10+ ou γδ+CD4-CD8-IFN-γ+, γδ+CD4-CD8-TNF-α+ e γδ+CD4-CD8-IL-10+ (Figuras 

5D, 5E e 5F).    
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Figura 5 - Sequência de procedimentos utilizados para as análises por citometria de fluxo 
das citocinas intracitoplasmáticas IFN-γγγγ, TNF-αααα e IL-10 nos linfócitos αβ+CD4-CD8- e γγγγδ+CD4-

CD8-. (A) Gráfico de distribuição puntual de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC) 
utilizado para a seleção da população de interesse, nesse caso linfócitos pequenos – R1. (B e 
C) Gráfico de distribuição puntual FL1/αβ versus FL3/CD4CD8 (R2) e FL1/γγγγδ versus 
FL3/CD4CD8 (R2) utilizado para selecionar a população celular αβ+CD4-CD8- e γδ+CD4-CD8-. (D, 
E e F) Após a combinação das regiões R1 e R2, através da fórmula “G2=R1andR2” gráfico de 
FSC versus FL2/IFN-γγγγ ou TNF-αααα ou IL-10, contendo as células confinadas em G2, foi 
empregado para quantificar o percentual das subpopulações αβ+CD4-CD8-IFN-γγγγ+, αβ+CD4-CD8-

TNF-αααα+, αβ+CD4-CD8-IL-10+ ou γγγγδ+CD4-CD8-IFN-γγγγ+, γγγγδ+CD4-CD8-TNF-αααα+ e γγγγδ+CD4-CD8-IL-10+. 
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5 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

 

A análise estatística foi conduzida sob orientação do Professor João Paulo Amaral 

Haddad, do Departamento de Medicina Preventiva da Escola de Veterinária da 

UFMG. Inicialmente, a natureza paramétrica ou não paramétrica dos dados foi 

avaliada considerando-se o seu grau de independência, normalidade e variância, 

empregando-se o programa estatístico Minitab versão 11.0 (San Diego, USA). As 

demais análises estatísticas foram realizadas empregando-se o software GraphPad 

Prism 5.0. Os dados que não apresentaram distribuição normal foram analisados 

pelo teste estatístico Kruskal-wallis, seguido pelo Teste de Dunns para comparação 

entre três grupos e o Teste Mann-Whitney para comparação entre dois grupos. Já os 

dados que apresentaram distribuição normal foram analisados pelo teste Análise de 

Variância ANOVA, seguido pelo Teste de Tukey.  Em todas as análises, as 

diferenças foram consideradas significativas quando p≤0,05. 
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6 RESULTADOS 

 

 

6.1 População estudada 

 

 

A população estudada foi constituída de 20 pacientes com TB pulmonar comprovada 

através de exame clínico, baciloscopia e RX de tórax, oriundos do Ambulatório de 

Tuberculose do Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Minas Gerais.  

 

Os pacientes incluídos neste estudo eram HIV negativos, de ambos os sexos, sendo 

que na TBNAV 80% eram homens e 20% mulheres e na TBAV 40% eram homens e 

60% mulheres. A idade dos pacientes variou entre 18 e 65 anos. A população 

controle constitui-se de 10 indivíduos saudáveis, ambos os sexos e idade variando 

entre 22 e 53 anos (Tabela 3). 

 

Tabela 3 - Indivíduos (n), distribuídos por sexo, faixa etária e média de idade nos grupos 
estudados. 

 

Grupos Sexo 
masculino 

(%) 

Sexo 
feminino 

(%) 

Faixa etária  
(anos) 

Média de 
idade (anos) 

Controles 
TT- 

50,0 50,0 22-53 31,9 

TBNAV 80,0 20,0 22-64 43,4 

TBAV  40,0 60,0 18-65 42,6 

TBNAV – tuberculose pulmonar apresentação radiológica não avançada. 
TBAV – tuberculose pulmonar apresentação radiológica avançada. 
TT- - teste tuberculínico negativo. 
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6.2 Análise “ex-vivo” do fenótipo celular dos leucócitos do sangue periférico 

 

 

6.2.1 Linfócitos CD4+αβ+ e CD8+αβ+ 

 

 

Os resultados do percentual de linfócitos CD4+αβ+ e CD8+αβ+ na população de 

linfócitos totais estão representados na Figura 6. De acordo com os resultados 

apresentados, não houve diferença significativa (p>0,05) nos percentuais das células 

CD4+αβ+ e CD8+αβ+ entre o grupo controle e os grupos TBNAV e TBAV (Controle – 

45,84%; TBNAV – 40,57%; TBAV – 41,28%) e (Controle – 25,58%; TBNAV – 

24,29%; TBAV – 21,97%), respectivamente. 
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Figura 6 – Percentual médio de linfócitos CD4+αβ+ e CD8+αβ+ circulantes no sangue 
periférico de indivíduos com TBNAV, TBAV e indivíduos controles saudáveis TT-. As barras 
horizontais representam a média aritmética em cada grupo e a linha horizontal o desvio 
padrão. Controle: indivíduos TT- (n=10); TBNAV: TB pulmonar na apresentação radiológica 
não avançada (n=10); TBAV: TB pulmonar apresentação radiológica avançada (n=10). 

 

 

A análise dos percentuais das células CD4+αβ+ e CD8+αβ+, o índice 

CD4+αβ+/CD8+αβ+, valor absoluto de leucócitos e de linfócitos dos pacientes 

TBNAV e TBAV é demonstrado da Tabela 4. 
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Tabela 4 – Média e desvio padrão dos valores absolutos de leucócitos totais, linfócitos e 
índices CD4+αβ+/CD8+αβ nos grupos estudados. 
 

Grupos Indivíduos Leucócitos 

totais/mL 

Linfócitos 

/mL 

CD4+αβ+/CD8+αβ+ 

Controles 
TT- 

10 6.114 ± 877 1.970 ± 
427 

1,48 ±0,76 

TBNAV 10 6.563 ± 
1414 

1.509 ± 
451 

1,23 ±1,00 

TBAV 10   8.835 ± 
3300

* 
1.042 ± 
650

* 
1,45 ± 0,79 

* Diferença significativa (P<0,05). 
Valores de referência - Leucócitos: 3,5 a 10,0 x 103/mL. Linfócitos – 0,9 a 2,9 x 103/mL. Relação CD4/CD8 – 
0,98 a 3,24. 
TBNAV – tuberculose pulmonar apresentação radiológica não avançada. 
TBAV – tuberculose pulmonar apresentação radiológica avançada. 
TT- - teste tuberculínico negativo. 

 

Os pacientes com TBAV expressam quantidades significativamente maiores 

(P<0,05) de leucócitos totais que os demais grupos, porém, dentro dos valores de 

referência. Os linfócitos circulantes dos pacientes TBAV estão diminuídos 

significativamente (P<0,05) quando comparados com o grupo TBNAV, mas também 

ainda dentro dos valores de referência. O índice CD4+αβ+/CD8+αβ+ mostra que todas 

as apresentações radiológicas da TB expressam, como nos indivíduos saudáveis, 

uma proporção maior de células CD4+αβ+ sem diferença significativa. 

 

6.2.2 Linfócitos CD4-CD8-αβ+ 

 

 

Os resultados do percentual de linfócitos CD4-CD8-αβ+ nos pacientes com TB e no 

grupo de indivíduos saudáveis TT- estão representados na Figura 7.  

 

A análise entre os grupos estudados mostra que os pacientes com TBAV expressam 

um percentual significativamente maior (P<0,05) destas células na corrente 

sanguínea que pacientes com TBNAV e o grupo controle. Por outro lado, a análise 

dos grupos TBNAV e controle não mostraram diferença significativa entre os grupos 

(P>0,05). (TBNAV – 4,15%; TBAV – 9,56%; Controle – 3,16%). 
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Figura 7 – Percentual médio de linfócitos CD4-CD8-αβ+ 

circulantes no sangue periférico de indivíduos com 
TBNAV, TBAV e indivíduos controle saudáveis TT-. As 
diferenças significativas (P<0,05) estão identificadas pela 
letra “a” em comparação com o grupo controle e “b” 
entre os grupos TBNAV e TBAV. As barras horizontais 
representam a média aritmética em cada grupo e a linha 
horizontal o desvio padrão. Controle: indivíduos TT- 
(n=10); TBNAV: TB pulmonar na apresentação radiológica 
não avançada (n=10); TBAV: TB pulmonar apresentação 
radiológica avançada (n=10). 

 

 

6.2.3 Linfócitos CD4-CD8-αβ+CD28+, CD4-CD8-αβ+CD69+ e CD4-CD8-αβ+HLA-DR+ 

 

 

Os resultados do percentual de linfócitos CD4-CD8-αβ+CD28+ na população de 

linfócitos totais de pacientes com TB e do grupo de indivíduos saudáveis TT- estão 

representados na Figura 8. A análise dos resultados mostrou que não houve 

diferença significativa entre o grupo TBNAV, TBAV e controle (TBNAV – 16,71%; 

TBAV – 14,27%; Controle – 19,61%).  

 

A análise da expressão dos marcadores de ativação CD69 e HLA-DR não mostrou 

diferença significativa entre os grupos TBNAV e TBAV, porém ambos os grupos  

apresentaram percentual significativamente maior de linfócitos CD4-CD8-αβ+CD69+ e 

CD4-CD8-αβ+HLA-DR+circulantes (P<0,05) em relação ao grupo controle (TBNAV – 

16,33%; TBAV – 19,01%; Controle – 6,26%) e  (TBNAV – 72,14%; TBAV – 63,82%; 

Controle – 44,27%), respectivamente (Figura 8). 
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Figura 8 – Percentual médio de linfócitos CD4-CD8-αβ+CD28+, CD4-CD8-αβ+CD69+ e CD4-CD8-

αβ+HLA-DR+ circulantes no sangue periférico de indivíduos com TBNAV, TBAV e controles 
saudáveis indivíduos TT-. As diferenças significativas (P<0,05) estão identificadas pela letra 
“a” em comparação com o grupo controle. As barras horizontais representam a média 
aritmética em cada grupo e a linha horizontal o desvio padrão. Controle: indivíduos TT- (n=10); 
TBNAV: TB pulmonar na apresentação radiológica não avançada (n=10); TBAV: TB pulmonar 
apresentação radiológica avançada (n=10). 
 

Os linfócitos CD4-CD8-αβ+ do sangue circulante dos pacientes com as diferentes 

apresentações radiológicas da TB apresentaram um perfil ativado demonstrado 

através da expressão de CD69 e HLA-DR quando comparados com o grupo 

controle. Porém, esse perfil de ativação não difere entre os pacientes TBNAV e 

TBAV. 

 

 

6.2.4 Linfócitos CD4-CD8-
γγγγδδδδ

+ 

 

 

Os resultados do percentual de linfócitos CD4-CD8-
γδ

+ de pacientes com TB 

pulmonar e no grupo de indivíduos saudáveis TT- estão representados na Figura 9. 

A análise dos resultados mostra que os pacientes TBAV expressam um percentual 

significativamente menor (P<0,05) destas células na corrente sanguínea que 

pacientes com TBNAV e o grupo controle. A análise dos grupos TBNAV e controle 

não mostraram diferença significativa entre os grupos (P>0,05). (TBNAV – 3,93%; 

TBAV – 2,03%; Controle – 3,79%). 
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Figura 9 – Percentual médio de linfócitos CD4-CD8-
γγγγδδδδ

+ 

circulantes no sangue periférico de indivíduos com TBNAV, 
TBAV e indivíduos controles saudáveis TT-. As diferenças 
significativas (P<0,05) estão identificadas pela letra “a” em 
comparação com o grupo controle e “b” entre os grupos 
TBNAV e TBAV. As barras horizontais representam a média 
aritmética em cada grupo e a linha horizontal o desvio padrão. 
Controle: indivíduos TT- (n=10); TBNAV: TB pulmonar na 
apresentação radiológica não avançada (n=10); TBAV: TB 
pulmonar apresentação radiológica avançada (n=10). 

 

 

6.2.5 Linfócitos CD4-CD8-
γγγγδδδδ

+CD28+, CD4-CD8-
γγγγδδδδ

+CD69+ e CD4-CD8-
γγγγδδδδ

+HLA-DR+ 

 

 

Os resultados do percentual de linfócitos CD4-CD8-
γδ

+CD28+, CD4-CD8-
γδ

+CD69+ e 

CD4-CD8-
γδ

+HLA-DR+ nos pacientes com TB pulmonar e no grupo de indivíduos 

saudáveis TT- estão representados na Figura 10. A análise dos resultados entre os 

grupos TBNAV e TBAV mostraram que os pacientes TBAV expressam um 

percentual significativamente menor (P<0,05) de linfócitos CD4-CD8-
γδ

+CD28+ na 

corrente sanguínea que pacientes TBNAV e o grupo controle. Por outro lado, a 

análises dos grupos TBNAV e controle não mostraram diferença significativa entre 

os grupos (P>0,05). (TBNAV – 40,19%; TBAV – 23,58%; Controle – 50,88%). 

 

A análise dos marcadores de ativação CD69 e HLA-DR mostraram que os pacientes 

com TB independentemente da apresentação radiológica apresentada mostraram 

um percentual maior dessas moléculas em relação ao grupo controle. Além disso, 

observamos que os pacientes com TBNAV expressam um percentual 

significativamente maior (P<0,05) dos marcadores CD69 e HLA-DR que pacientes 

a,b
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TBAV (TBNAV – 50,80%; TBAV – 36,42%; Controle – 22,41%) e (TBNAV – 44,40%; 

TBAV – 31,50%; Controle – 11,61%), respectivamente (Figura 10). 
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Figura 10 – Percentual médio de linfócitos CD4-CD8-
γγγγδδδδ

+CD28+, CD4-CD8-
γγγγδδδδ

+CD69+ e CD4-

CD8-
γγγγδδδδ

+HLA-DR+ circulantes no sangue periférico de indivíduos com TBNAV, TBAV e 
indivíduos controles saudáveis TT-. As diferenças significativas (P<0,05) estão identificadas 
pela letra “a” em comparação com o grupo controle e “b” entre os grupos TBNAV e TBAV. 
As barras horizontais representam a média aritmética em cada grupo e a linha horizontal o 
desvio padrão. Controle: indivíduos TT- (n=10); TBNAV: TB pulmonar na apresentação 
radiológica não avançada (n=10); TBAV: TB pulmonar apresentação radiológica avançada 
(n=10). 

 

 

Dessa forma, observamos que os linfócitos CD4-CD8-
γδ

+ da corrente sanguínea de 

pacientes com TB pulmonar se apresentam ativados e que esse perfil é diferenciado 

quando comparamos as diferentes apresentações radiológicas da TB. Os pacientes 

com a apresentação radiológica não avançada da TB expressam níveis maiores de 

ativadas que os pacientes com a apresentação radiológica avançada da doença 

(Figura 10). 
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6.3 Avaliação do padrão de citocinas intracelulares em linfócitos do sangue 

periférico após cultura in vitro   

 

 

6.3.1 Expressão de IFN-γγγγ, TNF-α e IL-10 em Linfócitos CD4-CD8-αβ+ 

 

 

A análise da expressão de IFN-γ, TNF-α e IL-10 em linfócitos CD4-CD8-αβ+ nas CC 

revelaram que não houve diferença significativa nos grupos analisados (Controle – 

5,16%; TBNAV – 5,91%; TBAV – 5,38%),(Controle – 4,63%; TBNAV – 5,26%; TBAV 

– 4,98%) e (Controle – 6,02%; TBNAV – 4,92%; TBAV – 7,38%), respectivamente . 

A análise dos dados das CE com antígeno revelou que o grupo TBNAV apresentou 

percentual de expressão de IFN-γ e TNF-α significativamente maior (P<0,05) que o 

grupo de pacientes TBAV e o grupo controle. Porém, o grupo TBAV não apresentou 

diferença significativa com relação aos percentuais de expressão de IFN-γ e TNF-α 

quando comparado com o grupo controle (TBNAV – 16,42%; TBAV – 9,50% 

Controle – 8,26%) e (TBNAV – 16,08%; TBAV – 9,49% Controle – 6,47%) 

respectivamente (Figura 11). 

 

De forma contrária ao que observamos na análise da expressão de IFN-γ e TNF-α, a 

expressão de IL-10 pelos linfócitos CD4-CD8-αβ+ oriundas das CE mostraram uma 

expressão significativamente aumentada (P<0,05) dessa citocina pelo grupo TBAV 

quando comparados com os indivíduos TBNAV e com o grupo controle. Porém, o 

grupo TBNAV não apresentou diferença significativa na expressão de IL-10 quando 

comparado com o grupo controle (TBNAV – 15,71%; TBAV – 26,37% Controle – 

10,49%) (Figura 11). 
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Figura 11 – Percentual médio de linfócitos CD4-CD8-αβ+IFN-γγγγ+, CD4-CD8-αβ+TNF-α+ e CD4-

CD8-αβ+IL-10+ após cultura de PBMC por 48 horas em meio RPMI-1640 na presença de 
antígeno do bacilo M. tuberculosis cepa H37-Rv (cultura estimulada - CE) de indivíduos com 
TBNAV, TBAV e indivíduos controles saudáveis TT-. As diferenças significativas (P<0,05) estão 
identificadas pela letra “a” em comparação com o grupo controle e “b” entre os grupos TBNAV 
e TBAV. As barras horizontais representam a média aritmética em cada grupo e a linha 
horizontal o desvio padrão. Controle CE: cultura estimulada de indivíduos TT- (n=10); TBNAV 
CE: cultura estimulada de indivíduos com TB pulmonar na apresentação radiológica não 
avançada (n=10); TBAV CE: cultura estimulada de indivíduos com TB pulmonar apresentação 
radiológica avançada (n=10). 
 

 

Dessa forma, os linfócitos CD4-CD8-αβ+ expressam, nos pacientes com TBNAV 

maiores níveis de IFN-γ e TNF-α enquanto que nos pacientes com TBAV essas 

células expressam níveis aumentados da citocina regulatória IL-10. 

 

 

6.3.2 Expressão de IFN-γγγγ, TNF-α e IL-10 em Linfócitos CD4-CD8-
γγγγδδδδ

+ 

 

 

Assim como para os linfócitos CD4-CD8-αβ+ a análise da expressão de IFN-γ, TNF-α 

e IL-10 nos linfócitos CD4-CD8-
γδ

+ após CC revelou que não houve diferença 

significativa nos grupos analisados (Controle – 8,46%; TB – 9,34%; TBNAV – 9,20%; 

TBAV – 9,47%),(Controle – 8,70%; TB – 9,06%; TBNAV – 8,34%; TBAV – 9,77%) e 

(Controle – 7,73%; TB – 7,50%; TBNAV – 7,25%; TBAV – 7,75%), respectivamente.  

 

Nos linfócitos CD4-CD8-αβ+, a análise dos dados das CE com antígeno revelou que 

o grupo de TBNAV apresentou percentual de expressão de IFN-γ e TNF-α 

significativamente maior (P>0,05) quando comparado com grupo de pacientes TBAV 

a,b

a,b

a,b
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e controle. Porém, o grupo TBAV não possui diferença significativa com relação aos 

percentuais de IFN-γ e TNF-α quando comparado com o grupo controle (TBNAV – 

22,40%; TBAV – 16,32% Controle – 12,56%) e (TBNAV – 19,44%; TBAV – 15,06%; 

Controle – 11,38%), respectivamente (Figura 12). 

 

Já a expressão de IL-10 pelos linfócitos CD4-CD8-
γδ

+ oriundas das CE mostraram 

uma expressão significativamente aumentada (P<0,05) dessa citocina pelo grupo 

TBAV quando comparados com TBNAV e com o grupo controle. Porém, o grupo 

TBNAV não apresentou diferença significativa com relação aos percentuais de IL-10 

quando comparado com o grupo controle (TBNAV – 12,26%; TBAV – 18,97% 

Controle – 10,11%) (Figura 12). 
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Figura 12 – Percentual médio de linfócitos CD4-CD8-
γγγγδδδδ

+IFN-γγγγ+, CD4-CD8-
γγγγδδδδ

+TNF-α+ e CD4-CD8-

γγγγδδδδ
+IL-10+ após cultura de PBMC por 48 horas em meio RPMI-1640 na presença de antígeno do 

bacilo M. tuberculosis cepa H37-Rv (cultura estimulada - CE) de indivíduos com TBNAV, TBAV 
e indivíduos controles saudáveis TT-. As diferenças significativas (P<0,05) estão identificadas 
pela letra “a” em comparação com o grupo controle e “b” entre os grupos TBNAV e TBAV. As 
barras horizontais representam a média aritmética em cada grupo e a linha horizontal o desvio 
padrão. Controle CE: cultura estimulada de indivíduos TT- (n=10); TBNAV CE: cultura 
estimulada de indivíduos com TB pulmonar na apresentação radiológica não avançada (n=10); 
TBAV CE: cultura estimulada de indivíduos com TB pulmonar apresentação radiológica 
avançada (n=10). 
 

 

Dessa forma, os linfócitos CD4-CD8-
γδ

+ assim como os linfócitos CD4-CD8-αβ+ 

expressam, nos pacientes TBNAV, maiores níveis de IFN-γ e TNF-α enquanto que 

nos pacientes TBAV essas células expressam níveis aumentados da citocina 

imunorregulatória IL-10. Porém os linfócitos CD4-CD8-
γδ

+ produzem níveis 

significativamente maiores (P<0,05) de IFN-γ na TBNAV (22,40)% que os linfócitos 

CD4-CD8-αβ+ (16,42%). Por outro lado, os linfócitos CD4-CD8-αβ+ expressam, nos 

a,b

a,b a,b
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pacientes TBAV, níveis significativamente maiores (P<0,05) de IL-10 (26,37%) que 

os linfócitos CD4-CD8-
γδ

+ (18,97%).  

 

6.4 Síntese dos resultados 

 

 

A Tabela 5 nos mostra um sumário com todos os resultados obtidos neste estudo 

após a avaliação “ex-vivo” e a cultura in vitro. Observa-se menor expressão de 

linfócitos DN γδ e maior expressão de linfócitos DN αβ na apresentação radiológica 

TBAV que nos TBNAV. A expressão da molécula co-estimuladora CD28 e dos 

marcadores de ativação CD69 e HLA-DR é aumentado nos linfócitos DN γδ dos 

pacientes com TBNAV o que demonstra um perfil de prévia ativação dessas células 

nessa apresentação radiológica da doença. Quanto à citocinas produzidas após 

estimulação antigênica, observamos que ambas as células produzem mais citocinas 

inflamatórias IFN-γ e TNF-α na TBNAV enquanto que produzem maiores níveis de 

citocina imunorregulatória IL-10 na TBAV. Além disso, os resultados mostram que os 

linfócitos DN γδ são melhores produtoras de IFN-γ enquanto que os linfócitos DN αβ 

são melhores produtoras de IL-10. 
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Tabela 5 – Frequência (%) da expressão de marcadores de ativação após estudo “ex-vivo” e 
produção de citocinas in vitro dos linfócitos CD4-CD8-αβ+ e CD4-CD8-

γγγγδδδδ
+ do sangue periférico 

de pacientes com TBNAV e TBAV. 
 

TBNAV TBAV  

CD4-CD8-αβ+ 

% 

CD4-CD8-
γδ

+  

% 

CD4-CD8-αβ+ 

% 

CD4-CD8-
γδ

+ 

% 

% Total 3,16 3,93a 9,56a,b 2,04 

CD28 16,71 40,19ª,b 14,27 23,48b 

CD69 16,33 50,80a,b 19,01 36,42b 

HLA-DR 72,14 44,40a,b 63,82b 31,50 

IFN-γ 16,42a 22,40a,b 9,50 16,32b 

TNF-α 16,08a 19,44a 9,49 15,06b 

IL-10 15,71 12,26 26,37ª,b 18,97a 

a – Diferença significativa (P<0,05) entre TBNAV e TBAV analisada dentro da mesma população celular. 
b – Diferença significativa (P<0,05) entre os linfócitos CD4-CD8-αβ+ e CD4-CD8-γγγγδδδδ+ analisada dentro do 
mesmo grupo. 
TBNAV – tuberculose pulmonar apresentação radiológica não avançada. 
TBAV – tuberculose pulmonar apresentação radiológica avançada. 
 
 

Com base nos dados obtidos na análise dos diversos parâmetros fenotípicos 

empregados nesse estudo, apresentamos uma figura esquemática dos resultados 

significativos obtidos nesse trabalho. Essa abordagem visou organizar os dados 

permitindo a identificação de alterações “intrínsecas” nas diferentes apresentações 

radiológicas da TB. 

 

A análise das informações contidas na Figura 13 permitiu observarmos que a 

elevação de linfócitos DN αβ ativadas (CD4-CD8-αβ+ CD69+ e CD4-CD8-αβ+ HLA-

DR+) (Figura 8) são fatores relacionados à infecção pelo bacilo da TB, podendo ser 

identificados na interseção entre TBNAV e TBAV, portanto, não diferindo entre essas 

duas apresentações radiológicas da doença. 

 

Quanto às alterações celulares específicas de um determinado grupo clínico, 

observamos um grande número de alterações em ambos os grupos. 

 

Nesse contexto, dentre as características exclusivas do grupo TBNAV, observamos 

no compartimento de linfócitos circulantes uma elevação dos linfócitos DN γδ 
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ativadas (CD4-CD8-
γδ

+ CD69+ e CD4-CD8-
γδ

+ HLA-DR+) (Figura 10). Além dessas, 

observou-se um aumento da expressão das citocinas IFN-γ e TNF-α por ambas as 

células (Figuras 11 e 12). 

 

Específicas do grupo TBAV destacam-se o aumento da subpopulação DN αβ com 

paralela diminuição dos linfócitos DN γδ (Figuras 7 e 9). Ao contrário do que 

observamos para o grupo TBNAV, no grupo TBAV observamos diminuição dos 

percentuais dos linfócitos DN γδ ativadas (CD4-CD8-
γδ

+ CD28+, CD4-CD8-
γδ

+ CD69+ e 

CD4-CD8-
γδ

+ HLA-DR+) (Figura 10) e uma maior produção de citocina IL-10 por 

ambas as células (Figuras 11 e 12). Assim, a diminuição dos linfócitos DN γδ e do 

seu estado de ativação paralela com aumento dos linfócitos DN αβ e a produção de 

elevados níveis de IL-10 por essas células estão associados com apresentação 

radiológica mais avançada da TB.  

 
 

CD4-CD8-αβ+

CD69+

CD4-CD8-αβ+

HLA-DR+

CD4-CD8-αβ+

CD4-CD8-γδ+  

CD4-CD8-γδ+ CD28+

CD4-CD8-γδ+ CD69+

CD4-CD8-γδ+ HLA-DR+

CD4-CD8-αβ+IL-10+

CD4-CD8-γδ+IL-10+

CD4-CD8-γδ+ CD69+

CD4-CD8-γδ+ HLA-DR+

CD4-CD8-αβ+ IFN-γ+

CD4-CD8-αβ+ TNF-α+

CD4-CD8-γδ+ IFN-γ +

CD4-CD8-γδ+ TNF-α+

TBNAV TBAV

 
Figura 13 – Análise das alterações encontradas no perfil fenotípico após “estudo ex-vivo” e 
da produção de citocinas in vitro pelos linfócitos DN αβ e γγγγδδδδ dos pacientes portadores das 
diferentes apresentações radiológicas da TB. A orientação das setas representa elevação ou 
diminuição estatisticamente significativa de um dos parâmetros com relação ao grupo controle 
e a outra apresentação radiológica da TB. TBNAV – tuberculose pulmonar apresentação 
radiológica não avançada. TBAV – tuberculose pulmonar apresentação radiológica avançada. 
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7 DISCUSSÃO  

 

 

A OMS determina a necessidade dos países adotarem procedimentos severos de 

contenção das doenças epidêmicas, como é o caso da TB, uma vez que se observa, 

atualmente, uma tendência do ressurgimento e expansão de várias doenças 

negligenciadas que sempre afligiram a humanidade. Estima-se em mais de 50 

milhões o número de brasileiros infectados com o M. tuberculosis sendo que no 

Brasil, em 2008, foram notificados 53.144 novos casos de TB, sendo que destes, 

4.774 somente no estado de Minas Gerais, colocando-o na quarta posição entre os 

estados com maiores números de casos no país (WHO, 2008). 

 

A resposta imune protetora na TB está relacionada com a imunidade inata e com a 

imunidade mediada por células, envolvendo interações entre linfócitos T CD4+, CD8+ 

e outras subpopulações como DN αβ e γδ, além de células da linhagem monocítica 

(BHATT & SALGAME, 2007; LIU et al., 2008; NICOD, 2007; NORTH & JUNG, 2004). 

Dessa forma, estudos que avaliam os mecanismos imunológicos associados a 

manifestações da TB têm sugerido eventos multifatoriais e/ou a combinação de 

parâmetros imunológicos, suportando à hipótese de que mecanismos complexos 

estão envolvidos na indução e/ou regulação da patogenia desta doença. Contudo, 

estudos adicionais fazem-se ainda necessários para a compreensão da dinâmica 

desse processo. O estudo da participação de diferentes populações celulares nos 

eventos protetores e/ou patológicos da doença chama a atenção para o 

envolvimento principalmente da resposta imune celular. Nesse contexto, a detecção 

de moléculas expressas na superfície de células tem permitido um grande avanço 

na pesquisa científica aplicada ao estudo de doenças infecciosas humanas 

possibilitando a identificação e/ou caracterização de novas subpopulações, 

oferecendo assim, informações adicionais que podem enriquecer os conhecimentos 

acerca da imunidade contra a TB. 

 

Neste estudo a caracterização imunofenotípica dos linfócitos bem como a 

determinação de sua ativação e perfil de citocinas produzidas após estímulo 

antigênico in vitro teve como objetivo delinear alguns aspectos da resposta imune 
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celular que pode estar atuando na TB bem como elucidar possíveis indicadores 

imunológicos capazes de diferenciar as apresentações radiológicas TBNAV e TBAV 

servindo como importante ferramenta de diagnóstico e prognóstico.  

 

O presente trabalho foi realizado com 20 pacientes que apresentaram diagnósticos 

comprovados de TB (10 TBNAV e os outros 10 TBAV). A análise dos dados 

coletados mostrou uma homogeneidade entre os grupos estudados. A média de 

idade dos pacientes TBNAV e TBAV foram muito próximas (43,4 e 42,6 anos, 

respectivamente), e a faixa etária entre (22-64 e 18-65 anos, respectivamente), não 

apresentando diferença significativa. O mesmo foi obtido no grupo controle (Tabela 

3). 

 

Para uma melhor elucidação da atuação dos diferentes fenótipos celulares que 

podem ser expressos na superfície celular durante a infecção pelo M. tuberculosis 

foi avaliado inicialmente a participação das células T CD4+ e CD8+, pela expressão 

dos marcadores celulares CD4, CD8 e αβ, nos grupos estudados. A importância 

desta avaliação é evidenciada pelos diversos relatos a cerca da atuação das células 

T CD4+ e CD8+ frente à infecção provocada pelo M. tuberculosis (BHATT & 

SALGAME, 2007; LIU et al., 2008; NICOD, 2007; NORTH & JUNG, 2004).  

 

As células T CD4+ após ativação pelos antígenos do bacilo produzem várias 

citocinas importantes no processo destruição da bactéria, além destas células 

também exibirem funções efetoras de células citotóxicas (CANADAY et al., 2001; 

TAN et al., 1997).  As células CD8+ liberam granulações líticas (granzimas), através 

de canais de perforina, ativando as caspases e assim eliminando as células 

infectadas, por indução apoptótica, além de também produzirem citocinas 

(CANADAY et al., 2001; KAUFMANN, 2002; NICOD, 2007). 

 

Em concordância com os resultados obtidos por BARCELOS et al. (2005) a 

avaliação das células T CD4+ em pacientes com TB pulmonar não mostrou diferença 

nos percentuais dessas células entre os grupos TBNAV, TBAV e controle e 

obeservou-se um predomínio principalmente de células T CD4+ em relação as 

células T CD8+ (Figura 6), o que também está de acordo com diversos estudos que 
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apontam a imunidade celular, principalmente as células T CD4+, como responsáveis 

pelo controle da infecção pelo M. tuberculosis (BOOM et al., 2003; CARUSO et al., 

1999; CORBETT & DE COCK, 1996; NICOD, 2007; NORTH & JUNG, 2004). Além 

disso, estudos em camundongos e em humanos têm sugerido que os linfócitos T 

CD4+ podem desempenhar um papel importante tanto na imunidade celular quanto 

nas funções de ativação dos macrófagos infectados (CANADAY et al., 2001; 

SCHLUGER, 2001; TAN et al., 1997).  

 

LAZAREVIC & FLYNN (2002) e RODRIGUES et al. (2002) relatam que linfócitos T 

CD4+ regulam a capacidade dos linfócitos T CD8+ de exercerem sua atividade 

citotóxica em camundongos e em humanos, bem como para o desenvolvimento de 

células de memória (SERBINA & FLYNN, 2001). Em nosso estudo não observamos 

diferença nos níveis de células CD8+ entre os grupos estudados (Figura 6). Esses 

resultados foram similares aos encontrados por BARCELOS et al. (2005). Estudos 

realizados por RODRIGUES et al. (2002) demonstraram uma redução de células T 

CD4+ e T CD8+ em indivíduos com TB, devido, provavelmente, a uma diminuição da 

capacidade de resposta do sistema imunológico ao M. tuberculosis. Possivelmente 

haveria uma compartimentalização e ´´seqüestro´´ dos linfócitos T, uma vez que 

pode ocorrer o deslocamento dessas células do sangue periférico para o pulmão, 

reduzindo assim os níveis de células T circulantes (REIBMAN et al., 1996; THOMAS 

et al., 2002; URDANETA et al., 1998). Mas já foi relatado por DJOMAND et al. 

(1994) que a redução de células T no sangue periférico não está relacionada com 

aumento da mortalidade de pacientes infectados pelo M. tuberculosis. 

 

Também avaliamos o índice CD4+αβ+/CD8+αβ+ que é muito importante para 

avaliação do balanço entre os linfócitos CD4+ e CD8+ na resposta imune, e os 

valores absolutos encontrados de leucócitos e de linfócitos nestes grupos estudados 

(Tabela 4). Observamos que todos os valores estão dentro dos valores de referência 

atualmente aceitos. Dessa forma, mostramos que infecção pelo bacilo não acarretou 

alterações nos valores absolutos de leucócitos totais, de linfócitos e do balanço entre 

linfócitos CD4+ e CD8+ no sangue periférico. Porém, o grupo de pacientes TBAV 

apresentou um aumento significativo na quantidade de leucócitos do sangue 

periférico e uma diminuição significativa da quantidade de linfócitos o que demonstra 
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que nessa apresentação radiológica da TB os pacientes possuem menos linfócitos 

que são muito importantes na eliminação do bacilo, e aumento dos outros leucócitos 

no sangue periférico e que tal fato poderia estar relacionado com o maior 

comprometimento do pulmão nesses pacientes. 

 

A avaliação dos linfócitos DN no sangue periférico através do estudo “ex vivo” 

também foi realizada, uma vez que os linfócitos DN αβ humanas parecem 

apresentar natureza regulatória, podendo estar associadas a várias doenças auto-

imunes (FISCHER et al., 2005; ; LIU et al., 1998, 1999; SIELING et al., 2000; 

THOMSON et al., 2006). Outros estudos mostraram que estas células apresentam 

um potencial protetor contra infecção por Leishmania e Mycobacterium em animais 

(AMPREY et al., 2004; ANTONELLI et al., 2006; DERRICK et al., 2007). Já a 

subpopulação de linfócitos DN γδ, vários autores apontam a sua participação em 

infecções bacterianas e parasitárias humanas (AKBULUT et al., 2009; AMPREY et 

al., 2004; ANTONELLI et al., 2006; CHEN et al., 2003b, 2005b; COROMINAS et al., 

2004; GIOIA et al., 2003; WENDLAND et al., 2000). 

 

Em nosso trabalho encontramos percentuais aumentados de linfócitos DN αβ em 

pacientes com TBAV quando comparados aos demais grupos estudados e valores 

normais dessas células nos pacientes TBNAV (Figura 7). Alguns trabalhos têm 

encontrado valores normais e diminuídos de células DN αβ no sangue periférico em 

pacientes com TB pulmonar, quando comparados com indivíduos saudáveis, porém, 

estes estudos não diferenciaram os pacientes com TB pulmonar nas diferentes 

apresentações radiológicas (IM et al., 2008; IM  et al., 2008; MONTOYA et al., 2008). 

Uma possibilidade para o aumento encontrado dessas células nos pacientes TBAV 

poderia ser uma maior estimulação dessas células pelos antígenos do bacilo em 

consequência do maior acometimento pulmonar encontrado nos mesmos.   

 

Com relação aos linfócitos DN γδ não se encontrou diferenças nos percentuais 

dessas células analisadas quando comparamos pacientes TB pulmonar e controle 

(Figura 9). Por outro lado, quando classificamos os pacientes com TB em TBNAV e 

TBAV, percebemos que os pacientes TBNAV possuem o mesmo percentual de 

células DN γδ que os controles saudáveis, porém, os pacientes TBAV possuem uma 
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redução dessas células no sangue periférico, quando comparadas com controle 

saudável e pacientes TBNAV (Figura 9). Diferente da constante frequência dos 

linfócitos DN γδ nos sangue periférico de indivíduos sadios, as frequências 

observadas nos pacientes com TB variam amplamente. Vários estudos mostram que 

não há diferença entre o percentual de linfócitos DN γδ no sangue periférico de 

pacientes com TB pulmonar e controles no estudo “ex vivo” (AKBULUT et al., 2009; 

BALIKO, 1997; BEHR-PERST et al, 1999; CARVALHO et al., 2002; COROMINAS et 

al., 2004; UETA et al., 1994; YOSHIDA, 2001). Porém, LI et al. (1998) e GIOIA et al. 

(2003), mostraram uma diminuição dos percentuais dessas células nos pacientes 

com TB. A diferença observada nos percentuais de linfócitos DN γδ entre pacientes 

TBNAV e TBAV pode ser devido ao fato de que a ligação do TCR γδ com antígenos 

do bacilo induziria a uma expressão aumentada de moléculas Fas em linfócitos  DN 

γδ cronicamente ativadas que resultaria na ativação da morte programada dessas 

células (apoptose) (DUARTE et al., 1997; LI et al., 1998; MANFREDI et al., 1998).  

Provavelmente, essa hipótese explicaria, pelo menos em parte, a diminuição dessas 

células no sangue periférico. Outra hipótese seria a diminuição dessas células na 

corrente sanguínea provocada por uma exaustão do organismo em produzi-las 

devido a um longo e/ou intenso período de estimulação antigênica pelo M 

tuberculosis nos pacientes TBAV. 

 

Estudos realizados por CARL et al. (1999) relatam que, mudanças dos marcadores 

de superfície leucocitária definem especificamente as diferentes fases da ativação 

celular, podendo assim, distinguir entre as fases efetora da resposta imune e de 

memória imunológica.  

 

Assim, para estudarmos a ativação dos linfócitos DN na infecção pelo M. 

tuberculosis avaliamos a expressão dos marcadores de superfícies CD28, CD69 e 

HLA-DR, através do estudo “ex vivo”, nestas células obtidas no sangue periférico de 

pacientes com TB e controles saudáveis. 

 

Em nossos resultados observamos uma expressão diminuída de CD28 pelos 

linfócitos DN γδ de pacientes TBAV quando comparados com pacientes TBNAV e 

controles (Figura 10). HAYDAY (2000) mostra que a expressão de CD28 por 
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linfócitos DN γδ é variável e não está claro se essas células utilizam CD28 para 

interação com B7 em APC´s profissionais. Porém, ANTONELLI et al. (2006) 

discutem a interação de CD28 com seus ligantes nas células DN γδ como tendo 

importante papel na ativação dessas células, uma vez que elas não expressam CD4 

e CD8, e assim, não sofrem down-regulation após ativação. Alguns estudos 

demonstram a participação da molécula CD28 na proteção contra apoptose (BOISE 

et al., 1995; RAJAVELU & DAS, 2008). BHATT et al. (2009) estudaram 

camundongos geneticamente alterados durante a infecção pelo bacilo M. 

tuberculosis que não expressavam CD28. Eles mostraram que na fase aguda da 

infecção não há nenhuma diferença no curso da doença com relação ao grupo 

controle. Porém, na fase crônica eles observaram que as células dos animais que 

não expressam CD28 não formam granulomas e, consequentemente, as lesões se 

espalharam pelo pulmão destes animais. Assim, os autores mostraram que a 

molécula CD28 é importante para formação do granuloma e manutenção dos bacilos 

no foco da infecção em camundongos. Dessa forma, podemos inferir que a menor 

quantidade de células DN γδ nos pacientes TBAV poderia ser devido a apoptose das 

células ativadas, uma vez que essas expressam grandes quantidades de Fas, o que 

também está de acordo com nosso achado de que estes pacientes TBAV possuem 

um percentual diminuído de células DN γδ. Além disso, o maior acometimento 

pulmonar encontrado nos pacientes TBAV poderia ser devido à expressão diminuída 

de CD28 por esses pacientes, já que essa molécula é importante na regulação de 

resistência a vários patógenos como demonstrado por BHATT et al. (2009) para M. 

tuberculosis em camundongos. 

 

COROMINAS et al (2004) não encontraram diferença na expressão de CD28 em 

células DN γδ em pacientes com TB e controles saudáveis. Em nossos resultados 

também não há diferença na expressão de CD28 entre controles e pacientes TBNAV 

(Figura 10). A perda ou diminuição desse sinal co-estimulatório pode resultar em 

uma ativação parcial dos linfócitos DN γδ ou mesmo um estado anérgico sugerindo 

possíveis eventos imunorregulatórios uma vez que encontramos níveis elevados de 

IL-10 nessa apresentação radiológica da doença (Figura 12). Dessa forma, tal 

diminuição de CD28 nos linfócitos DN γδ de pacientes com TBAV poderia ser devida 
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a um processo de imunorregulação do organismo com relação a essas células 

ativadas ou a apoptose como já mencionado anteriormente. 

 

BEHAR et al. (2007) mostraram independência de B7 (co-estimulação via CD28) 

para ativação de células DN αβ, o que está de acordo com nossos resultados que 

não demonstram diferença estatística na expressão desse marcador nos pacientes 

com TB e controle saudável (Figura 8). Dessa forma, parece que essa molécula não 

é um bom marcador de ativação para avaliação dessa subpopulação de células DN 

no sangue periférico. 

 

Na subpopulação de linfócitos DN αβ observamos maior expressão de CD69 entre 

os pacientes TB quando comparados com controle (Figura 8), o que demonstra que 

essas células estão ativadas na TB, e observamos também que essa ativação não 

difere com relação as apresentações radiológicas da TB. Já com relação aos 

linfócitos  DN γδ os pacientes com TBNAV expressam as maiores quantidades desse 

marcador comparadas com pacientes com TBAV e controle (Figura 10). Os 

pacientes TBAV expressam mais CD69 que o controle, mas menos que os pacientes 

TBNAV. Isso poderia refletir a possibilidade de uma menor contribuição de ativação 

recente nos TBAV. Por outro lado, existe ainda a possibilidade das células 

expressarem ativação recente uma vez que não podemos excluir a hipótese da 

ativação precoce dessas células representar um fenômeno compartimentalizado não 

detectável no sangue periférico porque as células exibindo este marcador poderiam 

ter migrado para o sítio de infecção. 

 

SKOBERNE et al. (2000) mostraram em seu trabalho que a expressão de CD69 em 

linfócitos, após estímulo antigênico, está relacionado com uma resposta do tipo Th1 

atuando contra o bacilo M. tuberculosis. Em nosso estudo essa relação (CD69 com 

perfil Th1 de citocinas) não pode ser verificada nas células DN αβ, porém, nas 

células DN γδ, observou-se que nos pacientes com TBNAV há uma maior expressão 

de CD69 (Figura 10) e estas células exibem perfil de citocinas, após estímulo 

antigênico, do tipo Th1 (IFN-γ), enquanto que nos pacientes com TBAV, tais células 

expressam menos CD69 e produzem quantidades estatisticamente maiores de IL-10 

(Figura 12). 
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A expressão de HLA-DR na superfície celular denota principalmente ativação 

celular. Nossos resultados mostram que os linfócitos DN γδ de pacientes com TB se 

encontravam ativadas no sangue periférico, uma vez que expressam 

significativamente maior quantidade de HLA-DR que os indivíduos do grupo controle 

(Figura 10). Além disso, foi encontrada menor expressão desse marcador de 

ativação nos pacientes TBAV, o que também poderia sugerir um possível down-

regulation induzido pelos antígenos do bacilo no sistema imune dos pacientes ou 

mesmo apoptose dessas células. UETA et al. (1994) demonstraram que pessoas 

saudáveis em contato com pacientes com TB expressam maior quantidade de 

células DN γδ com o marcador de ativação HLA-DR e discutem que tal achado 

poderia contribuir para resistência desses indivíduos a invasão do bacilo. BEHR-

PERST et al. (1999) mostraram que células DN γδ de pacientes com TB, após 

contato com monócitos infectados com o bacilo M. tuberculosis in vitro, expressam 

maior quantidade de HLA-DR. Dessa forma, podemos inferir que as células DN γδ 

dos pacientes TBNAV expressariam maiores níveis de HLA-DR contribuindo para o 

melhor controle da infecção e, consequentemente, menor comprometimento 

pulmonar. 

 

NIEHUES et al. (1999) acharam expressão elevada de linfócitos DN αβ que 

expressam HLA-DR em indivíduos saudáveis, o que demonstra uma pré ativação 

dessas células in vivo. Após estímulo antigênico, essas células apresentam níveis 

mais elevados de HLA-DR que os encontrados nos indivíduos saudáveis. Nossos 

resultados também demonstram grande expressão de HLA-DR pelos controles e 

uma expressão ainda maior pelos pacientes TB, não tendo diferença entre as 

apresentações radiológicas da doença (Figura 8). MONTOYA et al. (2008) também 

encontraram expressão aumentada do marcador de ativação HLA-DR em pacientes 

com TB, porém, não avaliaram as diferentes apresentações radiológicas da TB 

pulmonar.  

 

Portanto, a expressão desses marcadores de ativação, pelos subtipos celulares em 

questão, representa um perfil que é compatível com exposição prévia antigênica e 

ativação recente. Além disso, verificamos que pacientes com TBAV expressam 

menos marcadores de ativação em células DN γδ, e que tal fato poderia ser utilizado 
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como um marcador auxiliar tanto no diagnóstico como no acompanhamento da cura 

de pacientes com TB pulmonar. 

 

A resposta imune do tipo celular é a mais importante na defesa contra infecção por 

patógenos intracelulares. Os linfócitos T CD4+, T CD8+, DN, macrófagos e células 

NK desempenham papéis importantíssimos na defesa e destruição do M. 

tuberculosis. As citocinas pró e antiinflamatórias possuem papel chave na proteção e 

patogenia pelo bacilo, e seu balanço pode controlar ou predispor a injúrias teciduais 

(SAHIRATMADJA et al., 2007). As citocinas proinflamatórias, ditas do perfil Th1,são 

muito importantes na defesa do organismo, uma vez que estimulam os macrófagos 

infectados a destruírem os bacilos. A citocina TNF-α também é muito importante na 

defesa uma vez que estimula principalmente o recrutamento de células para o local 

da infecção e consequente formação do granuloma mantendo os bacilos na forma 

“dormente” (LIN et al., 2007). A importância dessa citocina é bem evidenciada em 

pacientes que utilizam medicamentos bloqueadores de TNF, nos quais 

frequentemente observa-se reativação da infecção pelo bacilo (SALIU et al., 2006; 

WALLIS, 2007). Já as citocinas ditas regulatórias, do perfil Th2, diminuem os efeitos 

inflamatórios da reação imune. Dentre elas, podemos citar a IL-10 que é capaz de 

regular a expressão de MHC-II e co-estimuladores, além de possuir efeito 

imunossupressor em células T.  

 

A avaliação fenotípica de uma população celular nos fornece informações sobre 

possíveis funções desempenhadas. No entanto, para um melhor entendimento de 

sua participação como população efetora, torna-se necessária a análise das 

citocinas produzidas em reposta à infecção.  

 

JO et al. (2003) observam que os níveis de IFN-γ são elevados em pacientes com 

TB e sugerem que esta citocina é muito importante na resposta imune ao bacilo. 

Porém, outros estudos mostram que pacientes com TB grave apresentam uma 

supressão da produção de IFN-γ e um aumento de IL-10 comparado com pacientes 

com TB menos grave que possuem alta resposta de IFN-γ, e que os seus níveis,  se 

correlacionam inversamente com a gravidade da doença (DLUGOVITZKY et al., 

1997; GUYOT-REVOL et al., 2006; LIENHARDT et al., 2002; SAHIRATMADJA et al., 
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2007; SHARMA et al., 2002). JAMIL et al. (2007) mostraram que a razão IFN-γ/IL-10 

é maior para pacientes com TB menos grave e menor para pacientes com TB mais 

grave, evidenciando assim maior participação de IL-10 na doença avançada, e em 

contrapartida, maior participação de IFN-γ na doença menos avançada. Em nosso 

trabalho encontramos resultados semelhantes com relação às células DN no qual 

observamos uma reduzida produção de citocinas do perfil Th1 pelos linfócitos DN na 

TBAV enquanto que na TBNAV há um predomínio de citocinas do perfil Th1 (Figuras 

11 e 12). Além disso, observamos que os linfócitos DN γδ produzem níveis mais 

elevados de IFN-γ que os linfócitos DN αβ. Por outro lado as células DN αβ 

produzem níveis maiores de IL-10 que as células DN γδ (Figuras 11 e 12). Dessa 

forma, parece que nas diferentes apresentações radiológicas da TB as células DN 

possuem características distintas sendo que as DN γδ exibem um perfil mais 

inflamatório enquanto que as DN αβ um perfil mais imunorregulatório. Assim, ao 

analisarmos as células DN encontramos que nos pacientes com TBNAV observa-se 

uma maior produção da citocina IFN-γ e TNF-α e nos pacientes TBAV observamos 

predomínio da citocina IL-10 (Figuras 12 e 13). 

 

Os linfócitos DN αβ podem produzir tanto citocinas Th1 (IFN-γ) quanto Th2 (IL-10) 

(BORN et al., 2006, 2007; EXLEY et al., 1997; HOU et al., 2003; IM  et al., 2008; 

TAKAHASHI et al., 2002). NIEHUES et al. (1999) demonstraram produção de 

grande quantidade de IL-10 por células DN αβ, após estímulo antigênico inespecífico 

in vitro, demonstrando possível papel regulatório dessas células.  Em nossos 

resultados observamos que as células DN αβ produzem maiores quantidades de 

IFN-γ e TNF-α nos pacientes TBNAV e maiores níveis de IL-10 nos TBAV, o que 

evidencia o potencial misto de produção de citocinas por essas células nos 

pacientes com TB e potencial participação dessas células nas diferentes 

apresentações radiológicas da TB. STENGER & MODLIN (1999) mostraram que os 

linfócitos DN αβ produzem IFN-γ através de contato com células alvo que possuem 

antígenos lipídicos e glicolípides do bacilo. Porém, outros estudos que avaliaram a 

produção de citocinas na infecção pelo M. tuberculosis pelos linfócitos DN αβ não 

foram encontrados. 
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Segundo CARDING & PAUL (2002) as células DN γδ participam tanto dos estágios 

iniciais quanto dos tardios durante a infecção de diferentes patógenos. Segundo o 

autor, nos estágios iniciais, essas células podem, através da produção de citocinas 

pró-inflamatórias modular a resposta imune inata das células NK e macrófagos e 

resposta imune adaptativa de células T CD4+ αβ. Já na fase tardia da infecção, 

essas células podem liberar citocinas antiinflamatórias ou imunorregulatórias, exibir 

atividade citotóxica contra macrófagos ativados, além de regeneração tecidual. Em 

nosso trabalho observamos que essas células nos pacientes com TBNAV produzem 

principalmente citocinas proinflamatórias e em pacientes com TBAV produzem 

principalmente citocina regulatória (Figuras 12 e 13). 

 

HAYDAY, (2000) relata que as principais características das células DN γδ são os 

efeitos citolíticos (perforinas e granzimas), expressão de FasL e alta produção de 

IFN-γ (comportamento predominantemente do tipo Th1) e que são estimuladas no 

sangue periférico respondendo a infecções com expressão de marcadores de 

ativação e produção de citocinas, e, geralmente, estão intimamente relacionadas à 

resposta efetora das células T αβ.  

 

TSUKAGUCHI et al., (1999) mostram que os linfócitos DN γδ de pacientes com TB 

são mais eficientes em produzir IFN-γ após estímulo antigênico que as células T 

CD4+ αβ. Além disso, as células DN γδ de pacientes com TB também produzem 

TNF-α. LI et al., (2008) mostram que células DN γδ produzem níveis elevados de 

IFN-γ após estímulo com antígenos do bacilo in vitro. Resultados similares foram 

encontrados em nosso trabalho no grupo de pacientes TBNAV (Figuras 12 e 13). 

YOSHIDA, (2001) demonstram que células DN γδ de pacientes com TB produziram 

menos IFN-γ que o grupo controle. Encontramos resultados similares quando 

comparamos pacientes TBAV e controle. Porém, não foram encontrados estudos 

que avaliaram a participação dos linfócitos DN γδ em diferentes apresentações 

radiológicas da TB. 

 

Com base nos resultados obtidos dos níveis de citocinas encontrados em nosso 

trabalho, percebemos que na TBNAV ambas as células produzem 

predominantemente citocinas do perfil Th1 (IFN-γ e TNF-α), sendo que os linfócitos 
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DN γδ produzem, estatisticamente, mais IFN-γ que os linfócitos DN αβ. Assim, essas 

citocinas estariam atuando na tentativa de eliminar os bacilos e impedir sua 

multiplicação na TBNAV uma vez que os danos causados nos pulmões ainda estão 

sendo controlados.  

 

Vários fatores associados muitas vezes intrínsecos ao paciente ou ao M. 

tuberculosis fazem com que essa resposta não seja suficiente para conter a infecção 

pelo bacilo e a doença progride. Devida a grande estimulação do organismo e, 

talvez, a outros fatores, observamos nesses pacientes com TBAV uma grande 

diminuição da produção de citocinas do perfil Th1 e uma maior produção da citocina 

regulatória IL-10 por ambos os linfócitos DN. Porém, as células DN αβ produziram 

estatisticamente mais IL-10 que as células DN γδ. Essa grande quantidade de 

citocina antiinflamatória nesses pacientes parece ser um fator muito importante para 

justificar a evolução da doença gerando como consequência maiores lesões 

pulmonares.  

 

Sugerimos que maiores estudos sejam realizados e com uma amostragem maior de 

pacientes para que o os resultados obtidos neste trabalho se confirmem.  Além 

disso, a avaliação de um maior número de pacientes durante o tratamento 

farmacológico permitirá a avaliação dos marcadores de ativação e perfis de citocinas 

dos linfócitos DN αβ e γδ ao longo do processo de cura ou falha terapêutica, e dessa 

forma, será possível validar a utilização dos mesmos como marcadores de melhora 

clínica dos pacientes com TB pulmonar. 
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8 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

Através dos resultados obtidos na avaliação de parâmetros imunofenotípicos e da 

produção de citocinas intracitoplasmáticas pelos linfócitos DN γδ e αβ de 

pacientes com TBNAV e TBAV concluiu-se que: 

 

1- A infecção pelo M. tuberculosis não acarretou alterações nos valores 

absolutos de leucócitos totais e linfócitos do sangue periférico de pacientes 

com TB avaliados. 

 

2- Através da análise dos linfócitos DN αβ e γδ pelo estudo “ex vivo” foi possível 

a diferenciação de pacientes TBNAV e TBAV uma vez que as células DN αβ 

se encontram aumentadas no sangue periférico de pacientes TBAV e em 

níveis estatisticamente iguais nos TBNAV e indivíduos controle saudáveis. Já 

as células DN γδ se encontram diminuídas nos pacientes com TBAV e em 

níveis estatisticamente iguais nos pacientes TBNAV e indivíduos controle 

saudáveis. 

 

3- A expressão dos marcadores de ativação CD69 e HLA-DR pelos linfócitos DN 

αβ é aumentada nos pacientes TB, mas não difere entre TBNAV e TBAV, 

portanto, sendo útil apenas para identificação de pacientes com TB. A 

expressão de CD28 por essas células não diferiu entre os grupos estudados 

demonstrando que esse não é um bom marcador de diagnóstico e/ou 

prognóstico. 

 

4- Através da avaliação da expressão de CD69 e HLA-DR nos linfócitos DN γδ 

foi possível a identificação de pacientes TBNAV nos quais se encontram em 

níveis aumentados. Também foi possível a identificação de TBAV uma vez 

que esses pacientes apresentaram expressão reduzida dos marcadores 

CD28, CD69 e HLA-DR.  

 

5- A avaliação do perfil de citocinas intracitoplasmáticas produzidas pelos 

linfócitos DN αβ e γδ após estimulação antigênica in vitro permitiu diferenciar 
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os pacientes TBNAV e TBAV. Observou-se maior produção das citocinas IFN-

γ e TNF-α no TBNAV e de IL-10 no TBAV em ambas as células. As células 

DN γδ mostraram ser melhores produtoras de IFN-γ nos pacientes TBNAV 

enquanto que as células DN αβ são melhores produtoras de IL-10 nos 

pacientes TBAV. 
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ANEXO A – Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG - COEP 
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ANEXO B - Termo de Consentimentos Livre e Esclarecido 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
Faculdade de Farmácia  
Departamento de Análises Clínicas e Toxicológicas 
Universidade Federal de Minas Gerais 
 
Título do Projeto: 
 
“AVALIAÇÃO DO POTENCIAL IMUNORREGULADOR DE CÉLULAS T (CD4- CD8-) αβ E 

γδ DE PACIENTES COM FORMAS GRAVES DA TUBERCULOSE.” 

 
 DESCRIÇÃO DO PROJETO DE PESQUISA 
 
OBJETIVO: 
 

 O objetivo deste projeto é avaliar a resposta do nosso organismo contra o germe que 
causa a tuberculose (Mycobacterium tuberculosis), em pacientes com sintomas clínicos e em 
indivíduos portadores do germe, porém sem exibir sinais clínicos da doença, visando conhecer a 
resposta de seu organismo (mecanismos imunológicos) responsáveis pela cura. A análise das 
alterações das respostas protetoras ocorridas em cada um desses grupos, poderá levar a uma melhor 
compreensão dos mecanismos envolvidos no processo de cura da tuberculose, permitindo que futuros 
tratamentos mais específicos (baseados no estímulo de uma resposta imune celular específica) sejam 
desenvolvidos de modo a  minimizar a multi-resistência às drogas e abreviar o curso do tratamento. 

 
PROCEDIMENTOS: 
 Se você está doente , vamos coletar o seu sangue, um volume de 25 ml (4 tubos de 

sangue), para acompanhamento da evolução da doença antes de se iniciar o tratamento e ao final deste. 
No hospital, você será tratado até que seja considerado curado da tuberculose. A sua participação no 
estudo não requer visitas adicionais à clínica. Se você é saudável, não ao teste intradérmico (PPD), 
também vamos coletar o seu sangue, em volume idêntico,  para que possamos ter um  controle para o 
grupo com a tuberculose ativa.   
 

RISCOS/DESCONFORTOS: 

 A punção venosa para coleta de sangue causa leve dor local. Poderá haver formação de um 
arroxeamento e inchaço (hematoma e edema) no local e discreto sangramento. 

 

BENEFÍCIOS: 

 Não há nenhum benefício direto para a sua participação. Porém, esperamos que este estudo 
ajude-nos a conhecer a resposta de seu organismo (mecanismos imunológicos) responsável pela cura, 
podendo advir benefícios como o desenvolvimento de novas drogas e/ou vacinas que possam melhorar 
significativamente a proteção do ser humano contra a tuberculose (ativar especificamente determinado 
ramo da resposta imune que tenhamos demonstrado ser importante no processo de cura da tuberculose 
pulmonar). 

 

PROCEDIMENTOS ALTERNATIVOS: 
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Considerando que o vírus que causa a AIDS prejudica seu sistema imune e dessa forma 
inviabilizando o presente estudo, torna-se necessária a realização de testes anti-HIV para os casos em 
que os mesmo ainda não tiverem sidos realizados no âmbito ambulatorial. Assim esses exames 
sorológicos serão realizados no laboratório de Imunologia Clínica da Faculdade de Farmácia da 
UFMG. Esses testes somente serão realizados mediante sua autorização prévia assinalada abaixo: 
 
(  ) Não autorizo que este teste seja realizado; 
(  ) Autorizo e permito que este teste seja realizado desde que respeitados os meus direitos à 
privacidade e sigilo das informações 
 

 Sua participação neste estudo é completamente voluntária. Você pode desistir de participar a 
qualquer momento. 

 A sua não participação neste estudo não irá interferir no seu tratamento, ou seja, você receberá 
o tratamento adequado mesmo que não queira participar deste estudo. Isto não trará prejuízo à 
continuação de seu cuidado na clínica. 

 Você pode perguntar ao investigador principal mencionado abaixo, qualquer questão 
relacionada ao estudo. Os pesquisadores se comprometem a proporcionar informação sobre os 
resultados dos exames realizados ao final do estudo (aproximadamente dois anos). 

 

CONFIDENCIALIDADE: 

 Toda informação obtida sobre você será mantida em poder do pesquisador principal. Apenas 
pessoas envolvidas no estudo terão acesso à estas informações. Dados de identificação pessoal serão 
removidos dos questionários e guardados em arquivos separados. Dentro dos limites da lei, todo 
esforço será feito no sentido de manter a confidencialidade das informações. 

 

 Se você desejar conversar sobre o estudo, ou achar que não foi bem tratado ou foi, por alguma 
razão prejudicado, você deve entrar em contacto com o investigador principal, Professor Vicente de 
Paulo Coelho Peixoto de Toledo no telefone: 0xx-31-3409-6876, ou ainda poderá contactar-se com o 
Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG – COEP pelo telefone: 0xx-31-3409-4592. 

 Se você concorda participar do estudo assine seu nome na linha abaixo. 

 

---------------------------------------------------------- 

Assinatura do Voluntário ou  

Responsável Legal (se voluntário menor de 18 anos) 

 

---------------------------------------------------------- 

Assinatura da Testemunha 

 

---------------------------------------------------------- 

Assinatura do Pesquisador 

 

Data:____/____/______       

                                                                                                                   (02 vias) 
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ANEXO C - Ficha clínica do paciente 

 

QUESTIONÁRIO: GRUPO DE PESQUISA EM MICOBACTERIOSES 
 

IDENTIFICAÇÃO 
1.Nome: ______________________________________________________ Data: ___/___/___ 
2. Assinatura: __________________________________________________________________ 
5. Data de nascimento: ___/___/_____ 
6. Idade: _____ anos. 
7. Nome da Mãe: _________________________________________________________________ 
8. Naturalidade: ______________________ 
9. Estado: ___________________________ 
10. Endereço: 
__________________________________________________________________________________________ 
11. Telefone: ________________ 12. Celular: _________________ 
13. Sexo: 
 0. (   ) Masculino 1. (   ) Feminino 
14. Raça/IBGE declarada: 
 0. (   ) Branca; 1. (   ) Preta; 2. (   ) Parda; 3. (   ) Amarela; 4. (   ) Indígena; 5. (   ) Outra; 
15. Raça/IBGE julgada pelo entrevistador: 
 0. (   ) Branca; 1. (   ) Preta; 2. (   ) Parda; 3. (   ) Amarela; 4. (   ) Indígena; 5. (   ) Outra; 
16. Estado civil: 

0. (   ) Casado; 1. (   ) Solteiro; 2. (   ) Relação estável; 3. (   ) Separado; 4. (   ) Desquitado/divorciado;                   
5. (   ) Viúvo; 6. (  ) Outro 

17. Local de residência nos 2 últimos anos: _________________________________________________________________ 
18. Renda Familiar: 
 0. (   ) até meio SM; 1. (   ) de meio a 1 SM; 2. (   ) de 1 a 2 SM; 3. (   ) de 2 a 3 SM; 4. (   ) de 3 a 5 SM; 5. (   ) de 5 

a         10 SM; 6. (   ) de 10 a 20 SM; 7. (   ) mais de 20 SM; 8. (   ) não sabe; 
19. Escolaridade:  

0. (  ) analfabeto; 1. (  ) ensino fundamental incompleto; 2 (  ) ensino fundamental completo; 3. (  ) ensino médio 
incompleto; 4. (  ) ensino médio completo; 5. (  ) ensino superior incompleto; 6. (  ) ensino superior completo; 7 (  ) 
pós-graduação. 

20. Ocupação e/ou profissão:__________________________ 
 

 
21. Gravidez       (  ) Não       (  ) Sim 
22. Lactação                 (  ) Não       (  ) Sim 
23. Cicatriz vacinal:     (  ) Não                   (  ) Sim. Quantas? ____ 
24. Tipo de TB:            (  ) pulmonar          (  ) extrapulmonar. Especificar: _____________________  
25. TB anterior:   (  ) Não   (  ) Sim. Tipo: ____________________ 
26. Contato recente  (  ) Não  (  ) Sim  
27. Contactante -  Nome: ______________________________________________________   
28. Alcoolismo: (  ) Não  (  )Sim. Aplicar o teste de CAGE (em anexo).   
29. HIV:   (  ) Não  (  ) Sim  (  )NR 
30. Tabagista  (  ) Não  (  ) Sim. Maços/ano: ______  
31. IRC:   (  ) Não   (  ) Sim    
32. Hepatopatia: (  ) Não  (  ) Sim    
33. Diabetes:  (  ) Não  (  ) Sim    
34. Silicose:   (  ) Não   (  ) Sim 
35. Sarcoidose:  (  ) Não   (  ) Sim 
36. Linfoma:  (  ) Não  (  ) Sim 
37. Uso de drogas ilícitas:  (  ) Não  (  ) Sim. Qual(is)?___________________________ 
38. Uso de corticóides:   (  ) Não   (  ) Sim 
39. Uso de imunossupressores:  (  ) Não   (  ) Sim 
40. Doença de autoimunidade:   (  ) Não  (  ) Sim 
41. Infecção virótica  (  ) Não  (  ) Sim. Qual? _____________________________ 

 
 
CLÍNICA 
42. Inicio dos sintomas: __________________ 
43. Tosse:  (  ) Não  (  ) Sim    
44. Expectoração:  (  ) Não  (  ) Sim   
45. Hepotise/hemoptoicos:   (  ) Não  (  ) Sim    
46. Dispneia:  (  ) Não  (  ) Sim    
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47. Dor torácica:  (  ) Não   (  ) Sim  
48. Cianose:  (  ) Não  (  ) Sim    
49. Chieira:  (  ) Não   (  ) Sim    
50. Febre: (  ) Não  (  ) Sim   
51. Adinamia: (  ) Não   (  ) Sim    
52. Anorexia:  (  ) Não  (  ) Sim  
53. Sudorese noturna:   (  ) Não  (  ) Sim    
54. Emagrecimento:   (  ) Não  (  ) Sim  Peso: _____ Kg  
 

 
EXAMES LABORATORIAS 
55. RX de tórax inicial: __________________________________ 
- Acometimento pulmonar (zonas):  (  ) Superior  (  ) Médio  (  ) Inferior                                         
- Formas: (  ) Até 2 zonas forma leve (L)   (  ) De 2 a 4 zonas forma moderada (M)  (  ) De 5 ou mais zonas forma extensa (E) 
56. TC torax:_______________________________________________ 
57. 1º PPD:  (  ) Pos     (  ) Neg  2º PPD:  (  ) Pos     (  ) Neg 3º PPD:  (  ) Pos     (  ) Neg 
58. Baciloscopia:   (  ) Neg  (  ) Pos: 
59. Cultura:   (  ) Neg  (  ) Pos 

 
HISTOPATOLOGICO: __________________________________________ 
TI:_____________________________________________ 
TS: ____________________________________________ 
Testes imunológicos: ______________________________ 
Testes moleculares: _______________________________ 
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