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                                                        RESUMO 

  

A Tuberculose (TB) ainda é uma ameaça global à humanidade, sem vacina eficaz 

disponível até momento. Estudos epidemiológicos têm demonstrado que o 

Mycobacterium tuberculosis (MTB) e os helmintos são coendêmicos em muitas 

regiões no mundo, e que as “coinfecções” com esses patógenos são freqüentes. A 

infecção por helmintos intestinais pode ser um dos fatores de risco para o 

desenvolvimento da TB pulmonar ativa. Através de marcações fenotípicas e 

dosagem de citocinas e quimiocinas, pretendemos mostrar que os vermes são 

capazes de desviar a resposta Th-1 protetora para a Tuberculose para a Th-2 

característica nas helmintíases intestinais. Cultura de sangue total para dosagem de 

citocinas e quimiocinas pela técnica de microesferas marcadas para leitura em 

citômetro de fluxo, em conjunto com a imunofenotipagem de células dendríticas 

(DCs) e monócitos/macrófagos através de marcadores extra e intracelulares via 

citometria, foram utilizadas com o objetivo de se estudar alguns aspectos da 

imunidade inata em pacientes com TB, com TB e helmintíases intestinais 

(TB+HELM), com helmintos, e controles saudáveis. Para tal foram avaliados: a) 

o número e fenótipo de DCs e monócitos/macrófagos do sangue periférico; e b) 

a produção de citocinas (IL-10, IL-12, TNF- , IL-6 e IL-1 ) e de algumas quimiocinas 

(CCL2, CCL5, CXCL-8, CXCL9 e CXCL-10) no sobrenadante de cultura de sangue 

total após estímulo com antígenos de MTB. A análise de células dendríticas e 

macrófagos circulantes, e a avaliação de citocinas e quimiocinas em pacientes com 

TB+HELM, nos permite concluir que: a) A maioria das DCs apresentava fenótipo de 

células imaturas. Entre as células com fenótipo de células maduras, existiam células 

mDC DC-SIGN+ e pDC CD123+CD40+, fenótipos compatíveis com DCs maduras 

indutoras de resposta Th-2; b) A maior parte dos macrófagos avaliados estava 

ativada e expressava DC-SIGN (fenótipo é compatível com macrófagos M2); c) A 

produção de citocinas mostrou-se significativamente maior para IL-10, TNF-  e IL-6, 

enquanto IL-1  teve uma tendência ao aumento. No entanto, os níveis de IL-12 

permaneceram semelhantes ao grupo controle; d) Redução significante da produção 

de CCL-2, tendência à menor produção de CXCL-8 e aumento não significativo de 

CXCL-10 foram observados, ao passo que quimiocinas CXCL-9 e CCL-5 não foram 

detectadas. Embora o número de casos estudados não permita uma afirmação 

conclusiva, as observações admitem a possibilidade de que a infecção com 

helmintos intestinais em pacientes com tuberculose possa estar interferindo na 

resposta Th-1 aos antígenos de MTB.  
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                                                            ABSTRACT  

 

The Tuberculosis (TB) remains a global threat to humanity, which no effective 

vaccine available until now. Epidemiological studies have shown that Mycobacterium 

tuberculosis (MTB) and helminths are co-endemic in many regions in the world, and 

that co-infections with these pathogens are frequent. The intestinal helminths 

infection may be a risk factor to the development of active pulmonary TB. Through 

phenotypic markings and dosage of cytokines and chemokines, we aimed to show 

that the worms are capable to deviate the Th-1 response TB protective to the Th-2 

response, characteristic in intestinal helminthiasis. Blood culture for cytokines and 

chemokines dosage was done by the technique of marked microspheres for reading 

on flow cytometry, in conjunction with immunophenotyping of dendritic cells (DCs) 

and monocytes / macrophages through extra and intracellular markers by cytometry 

were used to study some aspects of innate immunity in TB patients, TB and intestinal 

helminths patients (TB + HELM), patients with helminths, and healthy controls. Were 

analyzed: a) The number and phenotype of DCs and monocytes/macrophages in 

peripheral blood, and b) The production of cytokines (IL-10, IL-12, TNF- , IL-6 and 

IL-1 ) and of some chemokines (CCL2, CCL5, CXCL8, CXCL9 and CXCL10) in the 

culture supernatant of whole blood after stimulation with MTB antigens. The analysis 

of circulating dendritic cells and macrophages, and evaluation of cytokines and 

chemokines in patients with TB + HELM, should us conclude that: a) The majority of 

DCs were immature cell phenotype. Among the cells with mature cell phenotype, 

there were cells mDC DC-SIGN + and CD40 + CD123 + pDC, phenotypes consistent 

with mature DCs to induce Th-2 response; b) Most of the activated macrophages was 

assessed and expressed DC-SIGN (phenotype compatible with M2 macrophages); c) 

The production of cytokines was significantly greater for IL-10, TNF-  and IL-6, while 

IL-1  had a tendency to increase. However, the levels of IL-12 remained similar to 

control group; d) significant reduction of the production of CCL-2, a trend to lower 

production of CXCL-8 and no significant increase of CXCL-10 were observed, 

whereas the chemokines CXCL CCL-5 and -9 were not detected. Although the 

number of cases does not permit a conclusive statement, the observations allow the 

possibility that infection with intestinal helminths in TB patients may be interfering 

with the Th-1 response to antigens of MTB. 
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1. INTRODUÇÃO 

A Tuberculose (TB) doença causada pelo Mycobacterium tuberculosis (MTB), é 

responsável por mais mortes do que qualquer outro agente infeccioso. Estima-se 

que 1,7 bilhões de pessoas estejam infectadas pelo MTB, e sob risco de desenvolver 

a doença ativa (DUCATI et al., 2006).  

Na TB, tanto a resposta imune inata quanto a adaptativa estão envolvidas na 

eliminação/contenção do MTB. Para tanto, é importante que ocorra uma interação 

eficiente entre células dendríticas, macrófagos ativados, e células efetoras T CD4 e 

CD8 antígeno-específicas, para o estabelecimento de uma resposta T helper (Th)-1 

protetora (LICHTNER et al., 2005). Esta interação é dependente da complexa rede 

de citocinas, quimiocinas e seus receptores, auxiliando de forma efetiva na 

eliminação do bacilo pelo hospedeiro (LICHTNER et al., 2005).  

Na imunidade inata, o recrutamento celular e a comunicação célula-célula são vitais 

para a sua ativação (PARKER et al., 2007). Diante disso, acredita-se que o 

reconhecimento do MTB ou de seus produtos por macrófagos através de receptores 

de reconhecimento de padrão associado a patógenos, tais como os receptores “Toll-

like” (TLR), seja uma etapa crucial para o estabelecimento e desenvolvimento de 

uma resposta imune eficaz contra o bacilo (RAJA, 2004).  Por meio desses 

receptores, antígenos do MTB podem induzir a produção de IL-12, por macrófagos e 

células dendríticas, para o desencadeamento de uma resposta imune do tipo Th-1, 

responsável pelo controle da infecção e eliminação do bacilo (RAJA, 2004).   

Assim como a TB, as helmintíases intestinais são um grande problema de saúde 

mundial, sendo que mais de um quarto da população mundial é portadora de 

infecções crônicas por helmintos intestinais (HALL & CHAN, 1994). Nas regiões 

tropicais (países em desenvolvimentos, por exemplo), ocorre uma sobreposição 

significativa de áreas com elevada incidência de TB, baixa resposta após vacinação 

com o BCG (Bacillus Calmette-Guérin) e elevada taxa de infecção por helmintos 

(ELIAS, AKUFFO & BRITTON, 2006). No Brasil, além da alta incidência de TB, 

podemos identificar um número alto de indivíduos acometidos por parasitoses 

intestinais (REY, 2008).  
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A infecção crônica por helmintos induz a produção excessiva de citocinas tipo Th-2 

(BRADLEY & JACKSON, 2004), ativação imune crônica (BORKOW et al., 2000), 

aumento na atividade regulatória de células T (BORKOW & BENTWICH, 2004; 

ROOK, DHEDA & ZUMLA, 2005) e anergia antígeno-específica ou inespecífica 

(STADECKER et al., 1990; SARTONO, et al., 1995). Tais efeitos podem 

comprometer a capacidade do hospedeiro em responder à infecção com outros 

patógenos não-relacionados (ELIAS, AKUFFO & BRITTON, 2006), como por 

exemplo, o MTB. 

Alguns autores demonstraram a existência de associação entre tuberculose e 

helmintíases intestinais (TRISTÃO-SÁ et al., 2002; ELIAS et al., 2006). Tal 

associação resultaria em imunomodulação da resposta imune adaptativa, o que 

poderia impactar negativamente na resposta Th-1 ao MTB (BENTWICH et al., 1996; 

KALINKOVICH et al., 1998; ELIAS et al., 2001; RESENDE-CÓ et al., 2007). Na 

literatura, no entanto, pouco se conhece sobre a influência da superinfecção, 

tuberculose e helmintíases intestinais, na resposta imune inata. 

Com base no exposto, acreditamos que a participação de células dendríticas e 

macrófagos no estabelecimento de uma resposta imune inata adequada/eficaz ao 

MTB, pode ser afetada por alterações quantitativas e/ou fenotípicas nessas células, 

em relação a receptores de reconhecimento, moléculas coestimulatórias e a 

produção de algumas citocinas e quimiocinas, na vigência de helmintíases intestinais 

superpostas á infecção com o MTB. Por essas que os estudo de quantitativo de 

macrófagos e células dendríticas, com avaliação dos receptores de reconhecimento, 

de algumas moléculas coestimulatórias e de algumas citocinas e quimiocinas pode 

contribui para o conhecimento da patogênese da tuberculose. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

O MTB, agente etiológico da TB, é uma bactéria em forma de bastão, aflagelado, 

não-capsulado, imóvel, e que não produz esporos e toxinas (NORTH & JUNG, 2004; 

DUCATI et al., 2006). As dimensões do MTB variam de 0.3 a 0.6 µm e de 1 a 4 µm. 

Este bacilo é um microrganismo intracelular facultativo, aeróbico estrito, com um 

crescimento consideravelmente lento, e uma homogeneidade genética (DUCATI et 

al., 2006).   

Cerca de 60% da estrutura bacilar é formada por ácidos graxos (Figura 1). Essa 

estrutura da parede celular micobacteriana, extremamente incomum, é rica em 

ácidos micólicos e arabinogalactano, que se ligam por sua vez ao peptidoglicano 

(MCNEIL & BRENNAN, 1991; JARLIER & NIKAIDO, 1994; BRENNAN & NIKAIDO, 

1995; DIETZE et al., 2009). Esta composição confere ao bacilo peculiar resistência 

ao álcool-ácido, observada pela técnica de coloração de Ziehl-Neelsen, como 

também, resistência a álcalis, ácidos, anti-sépticos e a uma variedade de antibióticos 

(DIETZE et al., 2009; DUCATI et al., 2006). A parede celular também permite que o 

microorganismo sobreviva dentro do macrófago, que normalmente destrói os 

patógenos fagocitados. A parede celular micobacteriana contém diversos tipos de 

lipídeos livres, que não são unidos covalentemente ao complexo 

micolilarabinogalactano-peptidoglicano (Figura 1), os quais também podem agir 

como antígenos no hospedeiro (BRENNAN & NIKAIDO, 1995).  

A infecção ocorre, comumente, de pessoa a pessoa com a inalação de gotículas 

infectadas com as micobactérias (PASQUALOTO & FERREIRA, 2001). Estas 

gotículas apresentam 1 a 5 micrômetros, contendo dois a três bacilos viáveis 

envoltos por secreção pulmonar (núcleos de Wells). Esses núcleos são produzidos 

pela tosse, fala ou espirro de indivíduo com TB pulmonar ativo, sendo capazes de 

atingir os bronquíolos e alvéolos após a inalação dos mesmos (GLICKMAN & 

JACOBS, 2001; DIETZE et al., 2009).  
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As bactérias quando exaladas, podem permanecer em suspensão no ar por horas, 

por isso, a TB é considerada uma doença altamente contagiosa. Os principais 

determinantes do risco da infecção são: a concentração dos bacilos nas gotículas de 

Flügge e o período de exposição (BLOOM & MURRAY, 1992). 

Na infecção, os bacilos através das vias aéreas chegam aos pulmões, onde são 

fagocitados por macrófagos alveolares (BHATT & SALGAME, 2007), que passam a 

produzir citocinas e quimiocinas, responsáveis por atrair outras células da resposta 

imune inata. Macrófagos e células dendríticas passam para a circulação linfática, 

chagando até os linfonodos, onde apresentam os antígenos micobacterianos aos 

linfócitos (DIETZE et al., 2009). Além dos macrófagos, neutrófilos, células 

dendríticas, células NK e NKT, e linfócitos T estão presentes no local da infecção. 

 
LAM 
 
Ácido micólico 
 
Porção arabinano do LAM 
 
Motivo pentarabinosil 
 
 
Porção LM do LAM 
Arabinano 
 
Ligação 
 
Galactano 
Peptidoglicano 
 
 
Proteína associada à membrana 

plasmática 

PIMs 

Açúcares 

Porina 

Lipídios livres 

Figura 1 – Parede celular do Mycobacterium tuberculosis. LAM, 
lipoarabinomanano; LM, lipomanano; PIM, fosfatidilinositol manose. 
Adaptado de PARK & BENDELAC, 2000. 
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Duas semanas após a infecção, macrófagos começam a se organizar para sofrer a 

transformação epitelióide, originando granulomas, com numerosos linfócitos, 

macrófagos e fibroblastos na periferia (DUCATI et al., 2006; DIETZE et al., 2009).  

Os granulomas completos são formados a partir da terceira semana, quando 

começa a necrose caseosa (não obrigatória em todos os granulomas), que se 

estende de um granuloma para outro (lesão nodular caseificada). Quando as lesões 

caseificadas atingem os brônquios e são drenadas, originam-se às cavernas 

(BLOOM & MURRAY, 1992; YOUNG, 1998; DIETZE et al., 2009). 

No entanto, na maioria das vezes, os bacilos que chegam aos alvéolos são 

destruídos totalmente pelas células da imunidade inata (macrófagos, 

polimorfonucleares, células dendríticas). Nesse caso, não há infecção progressiva 

ou latente. Quando os bacilos são contidos na proliferação, após a formação do 

granuloma, fala-se em infecção latente, já que os bacilos permanecem vivos, 

podendo esta forma latente reativar, desenvolvendo a doença progressiva. As 

pessoas que abrigam a infecção latente têm um risco de desenvolver a TB ativa de 

aproximadamente 5% após o primeiro ano, e de 10% durante sua vida (DUCATI et 

al., 2006).  

 

2.1. Resposta Imunológica ao Mycobacterium tuberculosis   

 

2.1.1. Resposta Inata 

 

No início da infecção pelo MTB, tem-se a exposição do bacilo e/ou dos antígenos 

micobacterianos aos componentes da resposta imune inata. Nessa resposta, 

admitem-se para infecções bacterianas nos pulmões, a participação de: a) 

pneumócitos produtores de surfactantes em resposta a estímulos de receptores 

TLR; b) macrófagos septais; c) células dendríticas residentes e originadas de 

precursores do sangue circulante; d) células NK, NKC e NKT; e, e) 

polimorfonucleares. Quanto à participação de fatores humorais, como o 

complemento, pouco ou nada se conhece a cerca da participação destes fatores na 

resposta inata ao MTB (MARTINO, 2008; DIETZE et al., 2009).  
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Como nossa pesquisa baseia-se em alguns componentes da imunidade inata, 

descreveremos tais componentes para melhor compreensão de nosso estudo. 

 

 

2.1.1.1.  Células dendríticas  

 

As células dendríticas (dendritic cells – DCs) têm papel chave tanto no 

estabelecimento, quanto no controle da intensidade e qualidade da resposta imune 

adaptativa (UENO, et al., 2007). São células apresentadoras de antígenos 

profissionais, que no sítio de entrada do patógeno, comportam-se como células 

sentinelas imaturas, capazes de capturar antígenos estranhos ao meio (DE JONG, 

et al., 2002).  

Sob a ativação de sinais liberados por microorganismos ou por tecidos infectados, as 

DCs sentinelas, sofrem maturação, tornando-se DCs efetoras, as quais são potentes 

estimuladoras de células T. Quando as células dendríticas se tornam efetoras, 

migram para a área paracortical no linfonodo de drenagem (DE JONG, et al., 2002; 

PARKER, et al., 2007). Nos linfonodos, as DCs efetoras ativam células Th naive (Th-

0) através de moléculas patógeno-específicas (complexo MHC/peptídeo, sinal 1) e 

coestimuladoras (moléculas da família B7, sinal 2) (BHATT & SALGAME, 2007; 

KALINSKI et al., 1999).  Além dos sinais 1 e 2, DCs possuem um terceiro sinal 

mediado por várias moléculas solúveis ou ligadas à membrana celular, quais sejam: 

citocinas (IL-12, por exemplo) (TRINCHIERI, 1995), OX40L e Poly I:C (DE JONG, et 

al., 2002), responsáveis pela polarização de células Th naive em células Th1 ou Th2 

(KALINSKI et al., 1999). 

Estudos in vitro, demonstram que o nível de expressão de moléculas polarizantes 

das células Th por DCs efetoras, depende fortemente, das condições durante sua 

ativação inicial como DC sentinela (DE JONG et al., 2002). Fatores teciduais tais 

como, IFN-  e prostaglandina E2 (PGE2) presentes durante a ativação de DCs 

sentinelas (derivadas de monócitos), promovem a geração de DCs efetoras tipo 1 

(DC1s) e tipo 2 (DC2s), respectivamente (RAJA, 2004; BOONSTRA et al., 2003). 

DC1s tem a capacidade de produzir grande quantidade de IL-12 após subseqüente 



27 

 

reconhecimento de células Th naive, enquanto que DC2s são deficientes da citocina 

IL-12, além de produzirem IL-4 para o desenvolvimento de células Th-2 (KALINSKI, 

et al., 1998; VIEIRA, et al., 2000; RAJA, 2004). Deste modo, diferentes componentes 

microbianos (poly I:C, toxinas de Bordetella pertussis e Vibrio cholerae, ovos de 

Schistosoma mansoni) podem polarizar a maturação de DCs mielóides – mDCs (DE 

JONG et al., 2002) em DC1 ou DC2. 

Em camundongos transgênicos (TCR específico para ovalbumina), DC1s ativadas 

por lipopolissacarídeo (LPS) promovem uma resposta Th-1 (aumento da produção 

de IFN  e redução de IL-4) em células T CD4+ estimuladas (WHELAN et al., 2000). 

Já a glicoproteína ES-62, secretada pelo nematódeo filarióide, Acanthocheilonema 

viteae, origina uma resposta do tipo Th-2, induzindo a maturação de DC2s com 

capacidade de gerar resposta Th-2 (caracterizada pelo aumento de IL-4 e 

decréscimo de IFN- ), mesmo em presença de IL-12 (WHELAN et al., 2000).  

A expressão de TLR nas subpopulações de DCs em humanos é variável. As DCs 

plasmacitóides (pDCs) expressam TLR-1, TLR-6, TLR-7, TLR-9 e TLR-10, ao passo 

que mDCs apresentam TLR-1, TLR-2, TLR-3, TLR-4, TLR-5, TLR-6, TLR-7, TLR-8 e 

TLR-10 (revisado por UENO et al., 2007). No sangue encontram-se tanto mDCs 

quanto pDCs. Estas células são caracterizadas como Lin
- e Human Leukocyte 

Antigen (HLA)-DR+ com recíproca expressão de CD11c+ (mDCs) e de IL-3R  ou 

CD123+ (pDCs) (revisado por UENO et al., 2007; LICHTNER et al., 2005). A 

utilização desses marcadores servirá para distinguir tais subpopulações de DCs 

(mDCs e pDCs) em nossa pesquisa. 

Na infecção por MTB, células dendríticas e macrófagos apresentam antígenos 

micobacterianos aos linfócitos T, produzindo IL-12, a qual direciona a resposta para 

o lado Th-1 (FLYNN & CHAN, 2001). Estas células têm papel central na defesa do 

hospedeiro contra o MTB, uma vez que o bacilo de Koch infecta especialmente 

esses fagócitos (FLYNN & CHAN, 2001; MARTINO, 2008). De acordo com as 

características apresentadas para células dendríticas e para macrófagos, é possível 

evidenciar que o desenvolvimento da resposta Th-1 ou Th-2 em cada infecção 

depende, também, do tipo de microorganismo presente. 
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2.1.1.2. Monócitos/Macrófagos 

 

Os macrófagos são as primeiras células a entrarem em contato com o MTB nos 

pulmões durante a TB (SHARMA et al., 2003). Estas células são derivadas de 

monócitos circulantes. Existem três diferentes subgrupos de monócitos em 

humanos, são eles: a) clássico ou CD14+CD16-CD64+, b) intermediário ou 

CD14+CD16+CD64+, e c) não-clássico ou CD14lowCD16+CD64- (VEGA & CORBÍ, 

2006). Funcionalmente, monócitos mostram pouca atividade fagocítica no sangue 

periférico, onde vários de seus receptores envolvidos com a adesão de patógenos 

se mantêm inativos (VEGA & CORBÍ, 2006).  Para a obtenção dos 

monócitos/macrófagos em nossa pesquisa, utilizamos as moléculas CD14 e HLA-

DR. 

A ativação de macrófagos em resposta a estímulos patogênicos, sinais endógenos 

de dano e/ou citocinas tipo 1 (IFN- , TNF ), tem sido denominada ativação 

clássica, resultando em macrófagos conhecidos como M1. Este tipo de ativação 

proporciona altos níveis de expressão de IL-12 e IL-23, e baixos níveis de IL-10, o 

que promove uma forte polarização para uma resposta do tipo Th-1 (VEGA & 

CORBÍ, 2006). Na ativação alternativa, a designação macrófagos M2 refere-se aos 

que produzem grande quantidade de IL-10 e TGF- e níveis de IL-12 extremamente 

baixos. Estes macrófagos são funcionalmente anti-inflamatórios, além de 

desempenharem funções imunossupressoras e de inibirem a proliferação de células 

T (VEGA & CORBÍ, 2006). Macrófagos ativados por linfócitos T CD4+ durante uma 

resposta Th-2 (M2), são células efetoras requeridas para proteção contra 

metazoários e para eliminação dos mesmos (VEGA & CORBÍ, 2006). Dessa forma, 

macrófagos M1 são responsáveis pela polarização da resposta Th-1, enquanto que 

os M2 polarizam para a resposta Th-2. 

Estudos in vitro da TB demonstraram que os receptores de manose e de 

complemento CR3 (CD11b/CD18) são os principais receptores para a fagocitose do 

MTB por macrófagos. Além destes, outros receptores de superfície destas células 

também reconhecem e se ligam ao MTB, quais sejam: CR1 (CD35), CR4 

(CD11c/CD18), CD14, e os scavenger receptors – SRs (SCHLESINGER et al., 1990; 

ERNST, 1998; BERRINGTON & HAWN, 2007).  
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2.1.1.3. Marcadores de células dendríticas e macrófagos/monócitos  

 

O reconhecimento imune inato está baseado na detecção de estruturas 

moleculares que são comuns aos microorganismos, e que são discriminadas por 

receptores de reconhecimento de padrão associado a patógenos – PRRs 

(MEDZHITOV, 2007).  PRRs podem ser receptores transmembranares ou de 

compartimentos endossomais, tais como os receptores de complemento (CR1 e 

CR3), scavenger receptors (SR), receptores de manose, a dectina 1 (família das 

lectinas tipo C) e os TLR, ou ainda, receptores citosólicos, por exemplo, NOD-like 

receptors – NLRs (nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-1 e NOD-2), 

retinoic-acid-inducible gene I (RIG-I), melanoma differentiation-associated gene 5 

(MDA-5) e DNA-dependent activator of interferon-regulatory factors (DAI). Estes 

receptores são agrupados em classes funcionais distintas, sendo a classe dos TLR 

melhor caracterizada (MEDZHITOV, 2007).  

 

2.1.1.3.1. TLRs 

 

TLR são receptores transmembranares altamente conservados entre as espécies, 

apresentando semelhanças entre drosófilas e humanos (HORNUNG et al., 2002). 

Estes reconhecem lipídeos, carboidratos, peptídeos (TRINCHIERI & SHER, 2007) e 

ácidos nucléicos de vírus e bactérias (MEDZHITOV, 2007). Cerca de 12 proteínas 

de membrana compõem a família de receptores TLR dos mamíferos, os quais 

desencadeiam a resposta imune inata através das vias de sinalização dependentes 

do fator regulador de IFN-  e do fator nuclear NF- B (TRINCHIERI & SHER, 2007). 

Alguns de seus membros são expressos na superfície celular, enquanto outros 

estão presentes nas membranas do retículo (TRINCHIERI & SHER, 2007). 

Estes receptores fazem a ligação entre imunidade inata e imunidade adaptativa por 

ação em: DCs, macrófagos, células T, entre outras células (PARKER et al., 2007; 

BHATT & SALGAME, 2007). TLR-1 e TLR-6 são expressos em células T e B, 

células NK, monócitos e células dendríticas plasmacitóides (pDCs). Já TLR-10 é 
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intensamente expresso em células B, e pouco expresso em pDCs (HORNUNG et 

al., 2002). A alta expressão de TLR-2 é característica de monócitos. Em células B e 

pDCs existe um nível de expressão marcante para TLR-7 e TLR-9, além de serem 

diretamente sensíveis ao CpG ODN (HORNUNG et al., 2002).  Em monócitos, 

células NK e células T, TLR-7 está ausente, enquanto TLR-9 é pouco expresso 

(HORNUNG et al., 2002).  

 

2.1.1.3.2. DC-SIGN 

 

Embora os TLR possuam papel central, outros receptores igualmente importantes 

participam do reconhecimento. Por exemplo, as lectinas tipo-C, que se ligam aos 

resíduos de carboidratos de glicoproteínas presentes em patógenos ou em outras 

células do indivíduo. Estes receptores são provavelmente importantes não só na 

absorção de patógenos (UENO, et al., 2007), mas atuam, na adesão e migração 

celular (UENO et al., 2007; FIGDOR, VAN KOOYK & ADEMA, 2002).  

DC-specific ICAM3-grabbing nonintegrin (DC-SIGN ou CD209) é uma lectina tipo C 

expressa por DCs, que foi descrita, inicialmente, como receptor para gp120 do HIV 

(GEIJTENBEEK et al., 2000a; TAILEUX et al., 2005). Além disso, ela permite, às 

células dendríticas derivadas de monócitos, o reconhecimento de uma variedade de 

microorganismos, dentre eles: vírus, parasitos e bactérias (TAILEUX et al., 2005; 

PULENDRAN, 2005). CD209 age como receptor natural para ICAM-2 e ICAM-3 

(GEIJTENBEEK et al., 2000b). As interações entre DC-SIGN e ICAM-2 em células 

endoteliais induzem a adesão e o rolamento de DCs imaturas, que provoca o 

extravasamento destas células dos vasos sanguíneos, para os focos inflamatórios 

(diapedese). Interações entre ICAM-3 em células T e DC-SIGN em DCs maduras 

iniciam a formação da sinapse imunológica, que promove a ativação de células T 

(GEIJTENBEEK et al., 2000b; Figura 2). 

CD209 está envolvida na captação de diferentes patógenos, sendo expressa por 

DCs da derme, bem como por DCs circulantes no sangue (FIGDOR, VAN KOOYK & 

ADEMA, 2002; UENO, et al., 2007). Novas evidências sugerem que diversos vírus 

(HIV - human immunodeficiency virus, citomegalovírus (CMV), vírus da hepatite C 
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(HCV), e dengue), bactérias (Helicobacter pylori, MTB e Klebsiella pneumonia), e 

leveduras interagem com DC-SIGN (PULENDRAN, 2005; NICOD, 2007).  Uma 

característica comum a vários destes patógenos é que causam infecções crônicas, 

nas quais as respostas T regulatórias são um determinante crítico da persistência do 

patógeno (PULENDRAN, 2005). Consequentemente, muitos patógenos podem 

especificamente agir em DC-SIGN para suprimir a função de DCs, e para modular as 

respostas imunes induzindo as respostas T regulatória ou Th-2, que beneficiam sua 

persistência no hospedeiro (BERGMAN et al., 2004; GEIJTENBEEK et al., 2003).  

DC-SIGN ainda, potencializa a produção da citocina IL-10 (anti-inflamatória) em 

células dendríticas derivadas de monócitos (GEIJTENBEEK et al., 2003; Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tailleux e colaboradores (2003), revelam que a cepa virulenta de MTB usa DC-SIGN 

para entrar nas DCs. DC-SIGN permite que células dendríticas derivadas de 

monócitos reconheçam micobactérias do complexo MTB através da molécula 

Figura 2 - DC-SIGN na TB. Sob o encontro das micobactérias, DC-SIGN em DCs e macrófagos 
alveolares acoplam-se em glicolipídeos micobacterianos, por exemplo, o LAM, que provoca a 
secreção de IL-10, que induz a um decréscimo na resposta de células T. O acoplamento de TLRs, 
pelo contrário, promoverá uma resposta inflamatória protetora caracterizada pela secreção de IL-12 
e de IFN-γ. Uma estimulação equilibrada de ambas vertentes é de suma importância para as 
respostas protetoras, acompanhadas de uma imunopatologia mínima. Desequilíbrio pode favorecer 
o M. tuberculosis, e conseqüentemente, o desenvolvimento da doença (KAUFMANN & SCHAIBLE, 
et al., 2003).  
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lipoarabinomanano (LAM; lipoarabinomanan) presente no patógeno (TAILEUX et al., 

2005; NICOD, 2007). A interação de CD209 com a micobactéria ou com os produtos 

micobacterianos, pode ser benéfica para o patógeno quando as funções das células 

dendríticas são submoduladas. Tal interação poderá favorecer o hospedeiro na 

medida em que a inflamação tecidual e a imunopatologia forem limitadas 

(GEIJTENBEEK et al., 2003), proporcionando com isso, menor dano ao indivíduo.  

A sinalização através de DC-SIGN pode resultar em inibição de sinais por TLRs 

(Figura 2). Deste modo, os resíduos de manose no LAM de BCG e de MTB, inibem a 

produção IL-12 induzida por LPS em DCs (NIGOU et al., 2001). O estímulo de LPS 

ocorre por meio de TLR, e a inibição a este estímulo, é proporcionada pelos resíduos 

de carboidratos no LAM, através de DC-SIGN. Os resíduos de manose mono, di, ou 

triméricos da molécula LAM compreendem a estrutura de ligação de DC-SIGN 

(Figura 1). O LAM é reconhecido não somente por DC-SIGN, mas também, por uma 

variedade de outros receptores expressos por DCs, incluindo: o SR, o CD11b, e o 

CD11c (KAUFMANN & SCHAIBLE, et al., 2003).  

DC-SIGN, assim como em DCs, é encontrado em macrófagos alveolares. Fatores 

solúveis do hospedeiro (IL-15, por exemplo) e/ou micobacterianos podem induzir a 

expressão deste receptor, resultando em células propensas à infecção pelo bacilo 

(TAILEUX et al., 2005).  

 

2.1.1.3.3. Moléculas coestimulatórias em DCs e monócitos/macrófagos  

 

Receptores da família B7 são essenciais para a regulação da tolerância e imunidade 

mediadas por células T (UENO et al., 2007). Esta família é formada por sete 

receptores: CD80 (B7-1), CD86 (B7-2), ICOSL (inducible costimulator ligand), PD-L 

(programmed death ligand) 1 (B7-H1), PD-L2 (B7-DC), B7-H3 e B7-H4, podendo 

todas ser expressas em DCs e macrófagos (GRENWALD, FREEMAN & SHARPE, 

2005 citado por UENO et al., 2007). Tanto CD80 como CD86 ligam-se a CD28 e 

CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen-4). CD28 transmite sinais para células T 

tornarem-se efetoras funcionais, enquanto que CTLA-4 produz sinais 

inibitórios/supressores da função destas células (UENO et al., 2007). CD80 e CD86 
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são comumente usados como marcadores de maturação de DCs (BANCHEREAU & 

STEINMAN, 1998).  

As células apresentadoras de antígenos possuem moléculas coestimulatórias 

(CD40, CD80 e CD86) e apresentadoras (HLA-DR), assim como moléculas de 

reconhecimento de antígenos CD11b, CD11c (cadeia  de CR4), CD16 (Fc RIII), 

receptores TLR (TLR2, TLR4 e TLR9) (TAILLEUX et al., 2005). Além das moléculas 

coestimulatórias, apresentadoras de antígeno e de reconhecimento, TNF e CD40L 

atuam como ativadores precoces de DCs. Quando estimuladas por CD40, pDCs 

induzem o desenvolvimento de células T reguladoras (Treg) CD4+ secretoras de IL-

10, bem como células T CD8+ (UENO et al., 2007). A interação CD40/CD40L em 

DCs promove ainda, a superregulação de CD80 e CD86, além da secreção de IL-12 

(UENO et al., 2007).  

Moléculas de ativação endógenas conhecidas como damage-associated molecular 

patterns (DAMPs), das quais fazem parte as heat shock proteins (HSPs), são 

igualmente capazes de induzir a maturação de DCs (UENO, et al., 2007) e 

macrófagos. A indução por HSPs é dependente de receptores para LPS, como por 

exemplo, TLR-4, CD14, entre outros (OHASHI et al., 2000), que auxiliam no 

reconhecimento, estimulação, e consequentemente, na maturação celular. 

 

 2.1.1.4. Algumas citocinas envolvidas na resposta ao MTB 

 

Apenas as citocinas IL-12, IL-10, TNF- , IL-1 e IL-6 serão abordadas neste tópico, 

pois foram as avaliadas em nossa pesquisa. 

 

2.1.1.4.1.  IL-12 

 

A IL-12 (IL-12p70), pertence ao grupo de citocinas heterodiméricas que fazem 

ligação entre imunidade inata e adaptativa (TRINCHIERI, 2003). É produzida após 

ativação por TLRs, principalmente, em DCs (UENO et al., 2007) e macrófagos, por 

meio da ativação das vias dependentes de IFN-  e NF- B, que têm como alvos os 
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genes IL-12/23p40 e IL-12p35 (REINHARDT, et al., 2006; TRINCHIERI, 2003). A 

dimerização das subunidades formadas a partir dos genes IL-12p35 e IL-12p40 

formam a proteína IL-12p70 ativa, responsável pela polarização da resposta Th-1 

(UENO et al., 2007; GATELY, et al., 1998; BERRINGTON & HAWN, 2007).  Além de 

IL-12p70, outras duas citocinas utilizam a subunidade IL-12p40: IL-23 e a IL-

12(p40)2 (GATELY, et al., 1998; KHADER, et al., 2006). 

Em modelo murino de TB, a deficiência de IL-12p35 é menos prejudicial à resposta 

do hospedeiro do que a deficiência de IL-12p40 (HOLSCHER et al., 2001; COOPER, 

et al., 2002a), sugerindo uma bioatividade de IL-12p40 independente de IL-12p35. 

Nesses animais, DCs ativadas por MTB necessitam produzir IL-12p40 para migrar 

dos pulmões para os linfonodos de drenagem (o mesmo não é observado para as 

citocinas IL-12p70 e IL-23), e para reduzir a resposta de IL-10 ao MTB nestas 

células (KHADER, et al., 2006). Estes dados são indícios de uma resposta Th-1, que 

é considerada protetora para a TB. 

 

2.1.1.4.2. TNF-  

 

Na resposta inflamatória, os TLR ativam macrófagos teciduais-residentes a 

produzirem citocinas proinflamatórias, tais como TNF- , IL-1  e IL-6, que são 

responsáveis por coordenar as respostas inflamatórias local e sistêmica 

(MEDZHITOV, 2007). TNF-  apresenta múltiplos papéis nas respostas imune e 

patológica durante a TB, por isso sua secreção é induzida em macrófagos, DCs e 

células T (RAJA, 2004). Esta citocina retém a infecção e previne a disseminação do 

patógeno, além de influenciar na expressão de moléculas de adesão, bem como de 

quimiocinas e seus receptores (RAJA, 2004), o que afeta a formação de granuloma 

no tecido infectado. 

 

2.1.1.4.3.  IL-1 

IL-1, em conjunto com TNF- , têm papel importante na resposta de fase aguda 

(febre e caquexia) proeminente na TB. A IL-1  é uma citocina produzida por várias 
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condições infecciosas e inflamatórias, sendo secretada na forma inativa (pró-IL1 ), a 

qual é clivada pela caspase-1 para obtenção de sua forma ativa (BERRINGTON & 

HAWN, 2007). A conversão da forma inativa em forma ativa ocorre por inúmeros 

estímulos bacterianos, inclusive pelo MTB (BERRINGTON & HAWN, 2007). Esta 

citocina também proporciona a expressão de IL-2R e a secreção de IL-2 por 

linfócitos T, além de participar de mecanismos imunossupressores (RAJA, 2004). 

Cabe salientar, que a IL-1  liberada por células apresentadoras de antígeno 

infectadas por MTB inibe a maturação de DCs (MAKINO et al., 2006), mostrando o 

papel pró e anti-inflamatório (ou supressor).  

 

2.1.1.4.4.  IL-6 

 

Como IL-1 e TNF- , a IL-6, do mesmo modo, está associada à resposta do 

hospedeiro ao MTB. Estudo com camundongos IL-6-/- e TB sugere que IL-6 seja 

importante para a resposta inata inicial contra a micobactéria, pois na ausência desta 

citocina ocorre um aumento precoce da carga bacteriana e um retardo na produção 

de IFN-  (SAUNDERS et al., 2000). Além disso, IL-6 apresenta vários papéis na 

resposta imune, os quais compreendem a inflamação, a hematopoiese e a 

diferenciação de células T (RAJA, 2004).   

 

2.1.1.4.5. IL-10 

 

A IL-10, assim como as citocinas comentadas anteriormente, assume papel 

relevante na reposta imune ao MTB, haja vista que é uma citocina anti-inflamatória 

produzida por macrófagos, células dendríticas (BHATT & SALGAME, 2007) e células 

T, durante a infecção por este patógeno (RAJA, 2004; BERRINGTON & HAWN, 

2007). A IL-10 possui a propriedade de desativar macrófagos, resultando na 

diminuição da produção de IL-12, e, consequentemente, no decréscimo da produção 

de IFN-  por células T (RAJA, 2004).  Inclusive, esta citocina anti-inflamatória inibe 

diretamente a resposta de células T CD4+, assim como de antigen presentation cells 
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(APCs – células apresentadoras de antígenos) infectadas com a micobactéria 

(ROJAS et al., 1999; BHATT & SALGAME, 2007).  

A produção de IL-10 pode ser induzida pelo MTB, suprimindo a geração da 

imunidade anti-MTB. Frequentemente, citocinas Th-1 são encontradas juntamente 

com a IL-10, no entanto, a quantidade relativa de IL-10 é que determinará se a 

imunidade Th-1 será suprimida ou não (BHATT & SALGAME, 2007).  

 

2.1.1.5. Algumas quimiocinas envolvidas na resposta ao MTB 

 

Quimiocinas são citocinas quimiotáticas de baixo peso molecular, que medeiam: o 

recrutamento de leucócitos para os sítios inflamatórios; o tráfego de células através 

dos órgãos linfóides secundários; e a modulação da proliferação de células T e da 

produção de citocinas (revisado por PETERS et al., 2001). As quimiocinas CXCL-

8/IL-8, monocyte chemoattractant protein 1 (CCL-2/MCP-1), Regulated on Activation, 

Normal T cell Expressed and Secreted (CCL-5/RANTES), Monokine Induced by IFN-

 (CXCL-9/MIG) e IFN-Inducible Protein 10 (CXCL-10/IP-10), comentadas a seguir, 

foram as avaliadas em nosso estudo. 

 

 

2.1.1.5.1. CXCL-8/IL-8 

 

A CXCL-8/IL-8 proporciona o recrutamento de neutrófilos, linfócitos T e basófilos em 

resposta a uma variedade de estímulos (RAJA, 2004). É liberada, principalmente, 

por monócitos/macrófagos, entretanto, os fibroblastos, os queratinócitos e os 

linfócitos também a produzem (MUNK & EMOTO, 1995 citado por RAJA, 2004). Esta 

quimiocina é importante no início da resposta do hospedeiro ao bacilo, sendo a 

fagocitose do MTB por células monocíticas, um importante estímulo para sua 

secreção. Além da quimiotaxia de células inflamatórias, CXCL-8 é considerada um 

importante fator ativador de neutrófilos (RAJA, 2004).  
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2.1.1.5.2. CCL-2/MCP-1 

 

A CCL-2/MCP-1 é produzida por monócitos e macrófagos, atuando nos mesmos e 

em células T e NK (VAN CREVEL, OTTENHOFF & VAN DER MEER, 2002; LU et 

al., 1998). Esta quimiocina induz a expressão de integrinas (CD11b/CD18 e 

CD11c/CD18) necessárias à quimiotaxia de monócitos (ROLLINS, 1997) durante a 

infecção. Na TB, o bacilo induz a produção dessa quimiocina por monócitos 

(KASAHARA et al., 1994 citado por VAN CREVEL, OTTENHOFF & VAN DER 

MEER, 2002).  

A deficiência de CCL-2/MCP-1, em modelo murino, inibe a formação de granuloma, 

assim como a deficiência de seu receptor (CCR-2) proporciona: redução na 

formação do granuloma, supressão da produção de citocina do tipo Th-1 e morte 

precoce após infecção por MTB (PETERS et al., 2001;LU et al., 1998; BORING et 

al., 1997). CCL-2 induz a liberação de grânulos por células NK e T CD8+, atua como 

potente fator liberador de histamina por basófilos, e ativa células NK (ROLLINS, 

1997). Podemos ressaltar ainda, que elevadas concentrações dessa quimiocina 

foram encontradas no lavado broncoalveolar, soro e fluido pleural de pacientes com 

TB (VAN CREVEL, OTTENHOFF & VAN DER MEER, 2002), evidenciando o 

favorecimento da quimiotaxia e, consequentemente, a formação do granuloma.  

 

2.1.1.5.3. CCL-5/RANTES 

 

CCL-5/RANTES é liberada por macrófagos alveolares humanos na infecção por 

MTB, sendo esta quimiocina uma das principais quimiocinas C-C produzidas em 

resposta à infecção micobacteriana (MENDÉZ-SAMPERIO, 2008). CCL-5 atua na 

quimiotaxia de monócitos, células CD4+ e CD8+, bem como de eosinófilos e 

basófilos. Em basófilos, assim como MCP-1, RANTES também induz a liberação de 

histamina (revisado por ROLLINS, 1997). Esta quimiocina é produzida por uma 

ampla variedade de células, mostrando promiscuidade de ligação, ao se ligar a 

múltiplos receptores, quais sejam: CCR1, CCR3, CCR4 e CCR5 (ROLLINS, 1997; 

VAN CREVEL, OTTENHOFF & VAN DER MEER, 2002). Em humanos, CCL-5 como 

CCL-2, também tem sido detectada no lavado broncoalveolar (KURASHIMA et al., 

1997).  
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Sua expressão em murinos foi associada com o desenvolvimento de granuloma 

pulmonar induzido por M. bovis. Em camundongos, CCL-5 é mais expressa em 

granulomas tipo 1 (por M. bovis), apresentando aumento na área das lesões, 

enquanto que em granuloma tipo 2 (por ovos de S. mansoni), sua expressão é 

reduzida, assim como, a área das lesões (CHENSUE et al., 1999). Seu bloqueio com 

anticorpos monoclonais, diminuem a área das lesões nos granulomas tipo 1, ao 

passo que aumentam as do tipo 2 (CHENSUE et al., 1999). Este bloqueio promove 

ainda, o aumento na produção de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 nos linfonodos de murinos 

com granuloma tipo 2. Esta quimiocina é uma molécula reguladora endógena, que 

participa de forma diferente tanto da resposta imune tipo 1, quanto da resposta tipo 2 

(CHENSUE et al., 1999).  

 

2.1.1.5.4. CXCL-9/MIG e CXCL-10/IP-10 

 

CXCL-9/MIG é uma quimiocina induzida por IFN-  e isolada de macrófagos 

(ROLLINS, 1997). Já CXCL10/IP-10 é expressa por células mononucleares, 

neutrófilos, queratinócitos, fibroblastos, células endoteliais e linfócitos T, 

predominantemente, pós-estímulo com IFN-  (ROLLINS, 1997; SAUTY et al., 1999). 

Estas quimiocinas (CXCL-9 e CXCL-10) são responsáveis pela quimiotaxia de 

células T ativadas e células NK (SAUTY et al., 1999).  

No lavado broncoalveolar de indivíduos positivos para o teste tuberculínico, foram 

encontradas grandes quantidades de CXCL-9 e CXCL-10, 48 horas após estímulo 

com PPD (WALRATH et al., 2005). Estes achados demonstram o estabelecimento 

de uma resposta imune contra os antígenos micobacterianos, devido ao 

recrutamento de células efetoras ao local do estímulo, após instilação broncoscópica 

com o PPD.  

 

2.1.2. Resposta Adaptativa ao MTB 

 

O sistema imunológico dos mamíferos age por resposta celular e/ou humoral 

(DUCATI et al., 2006). Ambas as respostas envolvem linfócitos T helper (Th). O 
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resultado de cada resposta imune (humoral ou celular) depende do tipo de 

subclasse de linfócitos envolvida (DUCATI et al., 2006; LABIDI et al., 2001). Os 

linfócitos Th são produzidos, principalmente, por duas vias de maturação (Th-1 e Th-

2), e agrupados de acordo com a diferenciação do conjunto (CD4 e CD8), bem 

como, a secreção de diferentes citocinas (DUCATI et al., 2006; LABIDI et al., 2001).  

A resposta imune do tipo Th-1 (de natureza celular), envolve linfócitos T CD8+ e T 

CD4+, que promovem a ativação de macrófagos e a detecção/lise de células 

afetadas. Esta resposta é importante em doenças crônicas tais como o parasitismo 

intracelular e o câncer (LABIDI et al., 2001). Estas células secretam citocinas como 

Interleukin (IL)-2, IL-12, IL-15, interferon gamma (IFN- ), linfotoxinas e o granulocyte 

macrophage colony stimulating factor (GM-CSF), responsáveis pela ativação de 

macrófagos (LABIDI et al., 2001).  

A resposta imune tipo Th-2, de natureza humoral, envolve diferentes subgrupos de 

linfócitos T CD4+, que estão associados à produção de anticorpos. Estes podem ser 

requeridos na eliminação de antígenos e parasitas extracelulares (LABIDI et al., 

2001). Células tipo Th-2 secretam citocinas tais como IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, e 

TNF- ; estas citocinas inativam a proliferação de macrófagos (YEW & LEUNG, 

2006), enquanto TNF-  contribui com a inflamação e necrose de tecidos, quando 

liberada em níveis elevados (LABIDI et al., 2001).   

Depois da exposição ao MTB, via gotículas de aerossóis, os macrófagos alveolares 

e as células T CD4+ e T CD8+ são responsáveis pela contenção/eliminação do 

bacilo e pela imunopatogênese da TB (YEW & LEUNG, 2006). Sabe-se que as 

células T CD4+ são importantes na imunidade protetora contra o MTB. Entretanto, 

células T CD8+ também desempenham um papel importante na TB, pois estas 

células são assassinas de células-alvo infectadas, atuantes na lise de macrófagos 

infectados pelo bacilo, através da exocitose de grânulos (YEW & LEUNG, 2006). A 

interação de Fas-FasL resulta na morte apoptótica das células-alvo infectadas com 

MTB, por linfócitos T CD8+. Podemos ainda destacar que células humanas T CD8+ 

periféricas possuem especificidade contra o MTB, reconhecendo antígenos 

micobacterianos, tais como o ESAT-6 (early secretory antigenic target; 6-KDa), e 
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contribuindo para a produção de IFN-  e de TNF-  por estas células (YEW & 

LEUNG, 2006).  

A sobrevivência intracelular micobacteriana depende de sua capacidade para 

suportar a acidificação do fagossomo em macrófagos infectados e impedir a fusão 

fagossomo-lisossomo (DUCATI et al., 2006). Na maioria dos pacientes 

imunocompetentes infectados, o recrutamento de células T e de macrófagos ocorre 

imunocompetentes infectados, o recrutamento de células T e de macrófagos ocorre 

de forma eficaz levando ao estabelecimento da resposta imune secundária e, por 

conseguinte, ao controle da infecção. Quando o sistema imune falha ou é 

deprimido/suprimido, a tuberculose latente pode tornar-se ativa, mesmo que a 

infecção tenha ocorrido há décadas (DUCATI et al., 2006).   

 

 

2.2.  Resposta Imunitária nas Helmintíases Intestinais 

 

 

Os helmintos intestinais são responsáveis por significativa morbidade em humanos. 

Estima-se que mais de 1 bilhão de pessoas no mundo estão infectadas por alguma 

espécie de helminto (BETHONY, 2006).  A prevalência real das infecções 

helmínticas no Brasil e no Espírito Santo é desconhecida, visto que estas 

parasitoses não são de notificação obrigatória.  Deste modo, os dados aqui 

apresentados sobre a prevalência de infecção por helmintos, são oriundos de 

estudos realizados isoladamente.  

Segundo Rey (2008), Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Enterobius 

vermiculares, Ancilostomídeos, Strongyloides stercoralis, Taenia sp infectam mais 

crianças, enquanto adultos (após a terceira década) são frequentemente infectados 

por Ancilostomídeos e S. stercoralis.  No estado do Espírito Santo, levantamento de 

942 exames de fezes realizados pelo Laboratório de Parasitologia do Hospital 

Universitário Cassiano Antônio de Morais (HUCAM) em pacientes internados nesta 

unidade, entre 1996 e 1998, mostrou uma prevalência de 24% para os nematóides 

intestinais (TRISTÃO-SÁ et al., 2002). Estas informações corroboram com o fato de 

que a helmintíase intestinal é responsável por morbidade em alguns brasileiros.  
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As infecções por helmintos são potentes indutoras da resposta Th-2, caracterizada 

por: eosinofilia; altos títulos de IgE circulantes; favorecimento da secreção de IL-4, 

IL-5, IL-9, IL-13 e IL-10; e redução das citocinas Th-1 (BUNDY, SHER, & MICHAEL, 

2000).  

A infecção com S. stercoralis tem sido associada com uma forte resposta imune tipo 

Th-2 (citado por RESENDE-CÓ et al., 2007), comum a muitos vermes intestinais. No 

entanto, infecções por Hymenolepis nana podem ser tanto Th-2 quanto Th-1, 

conforme a fase do desenvolvimento o parasita está apresentando no hospedeiro 

naquele momento, isto é, fase luminal ou fase tecidual, respectivamente 

(CONCHEDDA et al., 1997). Existem parasitas intestinais que também apresentam 

resposta imune tanto Th-1 quanto Th-2, como o H. nana, outros entretanto, são 

capazes de desenvolver uma reposta somente Th-2, porém esta resposta pode ser 

pouco intensa.  

As infecções helmínticas induzem uma imunomodulação que pode afetar o 

desenvolvimento de outras doenças infecciosas (BENTWICH et al., 1999). Baseado 

em achados de estudos relacionados ao estado imunológico dos seres humanos 

com vermes intestinais, Bentwich e colaboradores (1999), acreditam que a 

erradicação destes vermes poderia mudar o impacto de algumas doenças 

infecciosas, tais como a AIDS e a TB.  

 

2.2.1. Resposta Imune na Associação TB e Helmintíases Intestinais 

 

Estudos epidemiológicos têm demonstrado que o MTB e os helmintos são 

coendêmicos em muitas regiões no mundo, e que as superinfecções desses 

patógenos são freqüentes (revisado por TALAAT et al., 2006). A infecção por 

helmintos intestinais pode ser um dos fatores de risco para o desenvolvimento da TB 

pulmonar ativa, da mesma forma que a infecção pelo HIV (ELIAS et al., 2006).  

A existência de associação entre infecções helmínticas intestinais e doenças 

micobacterianas, tais como a TB pulmonar e a hanseníase multibacilar, foi 

demonstrada por diversos autores, dentre eles, pesquisadores do nosso grupo 

(TRISTÃO-SÁ et al., 2002; DINIZ et al., 2001; ELIAS, et al., 2006). Tristão-Sá e 
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colaboradores (2002), realizaram um estudo com pacientes do HUCAM, Vitória, ES, 

Brasil, no período de setembro 1997 a agosto 1999, que investigou a frequência de 

nematódeos intestinais em indivíduos com ou sem TB pulmonar, demonstrando 

maior prevalência de infecção por helmintos em pacientes com TB.  

A eosinofilia e os níveis elevados de IgE presentes na helmintíase intestinal são 

conseqüências da ativação Th-2, uma resposta especialmente induzida por este tipo 

de infecção (COOPER et al., 2000b). Assim sendo, os resultados apresentados por 

Tristão-Sá e colaboradores (2002), indicam que uma possível causa de eosinofilia (e 

provavelmente dos níveis elevados de IgE) nos pacientes com TB pulmonar, poderia 

ser a presença de infecções intestinais por helmintos. Estes dados se baseiam nas 

contagens de eosinófilos superior a 600 células/mm3 encontradas em 26 dos 57 

(45.6%) pacientes com TB. Destes 26 pacientes com TB, 69.8% apresentavam 

eosinofilia e infecção por um ou mais helmintos intestinais (TRISTÃO-SÁ et al., 

2002).  

De acordo com Tristão-Sá e colaboradores (2002), os nematódeos intestinais mais 

comumente encontrados na população de pacientes adultos controles eram A. 

lumbricoides, S. stercoralis, T. trichiura, Ancylostomidae (Necator americanus ou 

Ancylostoma duodenale), respectivamente. A freqüência das infecções com algum 

tipo de nematódeo foi mais elevada nos pacientes com TB pulmonar, do que entre o 

grupo controle. Quando considerados separadamente, S. stercoralis era o mais 

prevalente em relação aos demais nematódeos, entre os pacientes com TB 

Pulmonar.  

Dados epidemiológicos demonstram que a observação da resposta ao PPD, in vivo 

e in vitro, é menor nas crianças com parasitas intestinais, melhorando após 

eliminação dos vermes (ELIAS et al., 2001).  Desta forma, pode-se inferir que a 

resposta imune celular ao PPD é reduzida em pessoas com infecção por helmintos, 

o que possivelmente, resulta em baixa eficácia da vacina BCG em áreas endêmicas 

para helmintíases no mundo (ELIAS et al., 2001). Além disso, Elias e colaboradores 

(2008), investigaram a associação TB e helmintíases, demonstrando que a infecção 

crônica por helmintos pode reduzir a imunogenicidade do BCG em humanos, o que 

pode estar associada a maior produção de TGF- , porém, sem aumento da resposta 

Th-2.  
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Resende-Có e colaboradores (2007), avaliaram o número de linfócitos e o perfil de 

citocinas de pacientes com TB ou com TB e helmintos intestinais (TB+HELM); dados 

destes autores indicam que a infecção intestinal por helmintos, em pacientes com 

TB, pode induzir ao desvio no perfil de citocinas para uma resposta do tipo Th-2. A 

produção de um fator homólogo ao fator humano de inibição da migração de 

macrófagos (MIF) por nematódeos, poderia interferir sistematicamente na imunidade 

do hospedeiro, deslocando a resposta imune para o tipo Th-2 (RESENDE CÓ et 

al.,2007).  

Embora os dados aqui apresentados sugiram que a presença de helmintos 

intestinais favoreça/aumente outras doenças infecciosas (RESENDE CÓ et 

al.,2007), estes argumentos ainda não são conclusivos (BUNDY et al., 2000 citado 

por TRISTÃO-SÁ et al., 2002). Brown e colaboradores (2006) relataram que a 

infecção por nematódeos e a progressão da TB ativa entre pacientes infectados pelo 

HIV-1 não estão correlacionadas.  

Na literatura pouco ou praticamente nada se conhece sobre a influência das 

helmintíases intestinais na resposta imune inata ao MTB. Até mesmo as informações 

a cerca do impacto negativo dos helmintos intestinais na resposta imune adaptativa 

ao MTB ainda não são irrefutáveis. Tendo em vista que esta resposta é dependente 

da imunidade inata, acreditamos que esta pesquisa poderá contribuir para 

elucidação do impacto dos helmintos intestinais na resposta imune inata e, por 

conseguinte, na resposta adaptativa ao MTB. 
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3. OBJETIVO 

 

Estudar alguns aspectos da imunidade inata em pacientes com tuberculose, com e 

sem helmintíases intestinais, em pacientes com helmintos intestinais e em indivíduos 

saudáveis (controles), avaliando:  

 O número e fenótipo de células dendríticas e macrófagos do sangue periférico; 

 A produção de citocinas (IL-10, IL-12, TNF- , IL-6 e IL-1 ) e de quimiocinas 

(CCL2, CCL5, CXCL-8, CXCL9 e CXCL-10) no sobrenadante de cultura de 

sangue total após estímulo com antígenos de MTB. 
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4. AMOSTRAS E MÉTODOS 

 

4.1.  Pacientes e indivíduos controles 

 

Este projeto é um estudo descritivo transeccional de indivíduos portadores de 

tuberculose pulmonar e/ou helmintíase intestinal. Tal projeto foi aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa do Centro de Ciências da Saúde (Anexo 1). Termos de 

consentimento esclarecidos e assinados foram obtidos de todos os participantes do 

estudo. Os critérios de inclusão foram não apresentar: infecção pelo HIV, gravidez, 

doenças de base, e ter idade entre 13 e 65 anos. A figura 3 resume as amostras 

estudadas, indicando o número de casos em cada grupo. . Pacientes com TB e 

helmintíase intestinal associadas, e indivíduos infectados por helmintos intestinais 

apenas, foram denominados TB+HELM e HELM, respectivamente.  Tanto TB+HELM 

quanto HELM receberam tratamento padrão para suas verminoses.  Pacientes com 

TB receberam tratamento padrão para TB de acordo com o consenso brasileiro para 

tratamento da TB. Voluntários saudáveis PPD positivos e negativos formaram os 

grupos controles. 

 

 

 

 

 

 

 

Os pacientes com tuberculose pulmonar foram recrutados no período de julho de 

2008 a dezembro de 2008. Foram atendidos no ambulatório de tuberculose do 

HUCAM da Universidade Federal do Espírito Santo, e encaminhados pelas 

Unidades de Saúde da Grande Vitória (Cariacica, Serra, Vitória e Viana), sendo 

 
Figura 3 - Distribuição dos participantes do estudo, portadores ou não de TB associada a 
helmintíases intestinais. 
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Helmintos Intestinais 

(n=03) 

Indivíduos COM TB 

(n=14) 

Indivíduos SEM TB 
 

(n=18) 
 

Indivíduo COM 
helminto intestinal 

(n=5) 
 

Indivíduo SEM helminto 

intestinal  
(n=13) 
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arrolados antes de iniciar a terapia para TB. Todos os pacientes fizeram raio-X de 

tórax e coletaram amostras de escarro para baciloscopia e cultura, para pesquisa do 

MTB. Foi realizado o teste rápido para HIV em todos os participantes do estudo. Os 

participantes eram informados sobre o estudo, e após consentimento e 

preenchimento do questionário/ficha (Anexos 2 e 3), eram entregues os potes de 

coleta de fezes, além de serem coletadas amostras de escarro (exceto indivíduos 

controles). 

 

4.2. Exames parasitológicos 

 

Exames parasitológicos de fezes foram realizados tanto em pacientes quanto nos 

controles. O diagnóstico parasitológico foi realizado em 3 amostras consecutivas de 

fezes, visando cobrir o maior número possível de helmintos intestinais. A avaliação 

parasitológica foi feita pelas técnicas: Lutz-Hoffman, Kato-Katz, e Baerman-Moraes, 

realizadas no Laboratório de Parasitologia da Universidade Federal do Espírito 

Santo e no Laboratório Deomar Bittencourt.   

 

4.3. Baciloscopia e cultura 

 

As amostras de escarro dos pacientes TB e TB+HELM foram obtidas antes do 

tratamento anti-TB (2 amostras consecutivas). Estas amostras foram processadas 

no Laboratório de Tuberculose do Núcleo de Doenças Infecciosas, da Universidade 

Federal do Espírito Santo. Os escarros eram utilizados no preparo do esfregaço, de 

onde se obtém os resultados de baciloscopia, assim como, na inoculação em meio 

Ogawa (LJ – Löwenstein-Jensen) para obtenção das culturas. 

 

4.4. Coleta de sangue periférico 

 

Amostras de sangue periférico (7mL de sangue) foram coletadas por punção venosa 

em todos os participantes do estudo. A coleta de sangue foi realizada após a 
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entrega das amostras de fezes. As amostras de sangue foram utilizadas para 

avaliação quantitativa e fenotípica das populações celulares, para o 

desenvolvimento de culturas de sangue total estimuladas com antígenos solúveis de 

MTB, e para avaliação do perfil de citocinas e quimiocinas no sobrenadante de 

cultura. Além disso, alíquota da amostra de sangue foi utilizada para obtenção de 

hemograma com contagem global e diferencial de leucócitos (Coulter STKS) pelo 

Laboratório Tommasi, Vitória, ES.  

 

4.5. Quantificações e fenotipagem de células dendríticas e 

monócitos/macrófagos em sangue total 

Para a realização deste procedimento, 3mL de sangue periférico foram coletados 

em tubo com ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA - Ethylenediamine 

tetraacetic acid). 100 L desse sangue foram adicionados a cada tubo de citometria. 

Acrescentou-se por tubo, ainda, 50 L de PBS (phosphate-buffered saline – 

Invitrogen) 10% FCS (fetal calf serum - Sigma). PBS com FCS e o sangue foram 

incubados por vinte minutos, à 4º C, com o intuito de diminuir as ligações 

inespecíficas. Decorrido este tempo, cada tubo recebeu seu conjunto de anticorpos 

monoclonais conjugados (5 L de cada anticorpo – Anexo 4).  

Os anticorpos utilizados estão listados no anexo 4, no qual informamos os clones, 

concentrações, fluorocromos, marca e funções/ação dos mesmos. Para a 

identificação de células dendríticas utilizamos os anticorpos monoclonais: coquetel 

de anticorpo – Lin1 (CD3, CD14, CD16, CD19, CD20 e CD56), CD123, CD11c e 

HLA-DR. Na identificação de monócitos/macrófagos utilizamos CD14 e HLA-DR. 

Na análise de moléculas coestimuladoras e receptores de reconhecimento em DCs 

e monócitos/macrófagos usamos anticorpos monoclonais para: CD40, CD86, 

CD209 (DC-SIGN), CD16, TLR2, TLR4 e TLR9. Os controles isotípicos utilizados 

em todos os procedimentos foram: IgG1-FITC, IgG2a-PE e IgG2b-PECy5.  

Para a marcação de células dendríticas utilizamos os anticorpos HLA-DR 

(característico de células apresentadoras de antígenos) e o coquetel de anticorpos 

Lin1 para a obtenção desta população celular. Para distinguir as subpopulações de 

células dendríticas (tabela 1), acrescentamos ao HLA-DR e Lin1, os anticorpos 



50 

 

CD11c (mDC) e CD123 (pDC). Células dendríticas mielóides apresentam fenótipo 

Lin1-CD11c+HLA-DR+, enquanto as plasmacitóides são Lin1-CD123+HLA-DR+.  

Para análise das moléculas coestimulatórias e de reconhecimento, em cada tubo 

de análise, junto aos anticorpos monoclonais HLA-DR e Lin1, foram colocados os 

marcadores de coestimulação e reconhecimento: CD86, CD40, CD209, CD16, 

TLR-2, TLR-4 e TLR-9.  

 

Para análise de monócitos/macrófagos utilizamos os anticorpos monoclonais HLA-

DR e CD14 para definir tal população. Na análise das moléculas coestimulatórias e 

de reconhecimento, em cada tubo de análise, junto aos anticorpos monoclonais 

HLA-DR e CD14, foram colocados os marcadores para tais finalidades, quais 

sejam: CD86, CD40, CD209, CD16, TLR-2, TLR-4 e TLR-9.  

Após adição dos anticorpos monoclonais aos seus respectivos tubos, o sangue 

marcado foi incubado à 4ºC, por vinte minutos. Passado este tempo, foi adicionado 

1mL de solução de lise (fluorescence-activated cell sorting (FACS) lysing solution) 

Anticorpo monoclonal Finalidade 

HLA-DR 

Molécula MHC classe II utilizada na obtenção de 

células apresentadoras de antígenos. 

Lin1 (coquetel de anticorpos 

formado por: CD3, CD14, CD16, 

CD19, CD20 e CD56). 

Obtenção da população de células dendríticas por 

exclusão das células marcadas por Lin1. Por isso, 

as DCs são denominadas Lin1-. 

CD11c Obtenção da subpopulação mielóide. 

CD123 Obtenção da subpopulação plasmacitóide. 

Tabela 1 – Anticorpos monoclonais que caracterizam as DCs e suas subpopulações. 
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(BD Biosciences) em cada tubo. Após adição desta solução, o sangue marcado 

passou por uma incubação de quinze minutos à temperatura ambiente. Ao fim 

deste tempo, os tubos passaram por centrifugação a 300 x g por sete minutos. O 

sobrenadante foi descartado, e ao pellet ressuspendido foram acrescidos 2mL de 

PBS 1% BSA (Sigma) em cada tubo. Os tubos foram submetidos à nova 

centrifugação e o pellet foi ressuspendido em 400 L de solução de fixação (MAC´S 

FACS fix solution) 1 por tubo com marcação extracelular, exclusivamente.  

Nos tubos que havia a necessidade de identificação de molécula intracelular (TLR-

9), foram adicionados 100 L de solução de fixação, que compõe o kit de fixação e 

permeabilização celular (eBioscience). Segundo instruções do fabricante, após 

adição da solução de fixação, faz-se necessário a incubação de vinte minutos à 

temperatura ambiente. Decorrido esse tempo, adicionou-se 1mL de solução de 

permeabilização (diluição conforme indicado no manual – 1:10), seguida de 

centrifugação a 300 x g por cinco minutos e posterior descarte do sobrenadante. 

Este procedimento foi repetido mais uma vez antes da marcação com o anticorpo 

monoclonal TLR9-PE. 5 L desse anticorpo e 100 L de solução de permeabilização 

foram acrescidos a cada tubo, os quais passaram por um período de incubação de 

vinte minutos. Ao fim desse período, mais 1mL de solução de permeabilização foi 

colocada em cada tubo, que foi submetido a mais um processo de centrifugação de 

300 x g por cinco minutos. Após descarte do sobrenadante, o pellet foi 

ressuspendido em 400 L de solução MAC´S FACS.  

As amostras com marcação (extra e intracelular) foram analisadas em citômetro de 

fluxo FACSort (BD Biosciences) e os dados foram obtidos e analisados através do 

software CellQuest (BD Biosciences). Adquiriram-se cinquenta mil eventos totais por 

tubo, visto que as regiões (Gates) R1 e R1+R2 delimitavam as populações de 

monócitos e células dendríticas, respectivamente, sendo definidos a partir do gráfico 

de distribuição pontual SSC (side scatter) versus HLA-DR+ (Figura 4 A). Baseado 

nestas regiões do gráfico de distribuição montou-se gráficos de distribuição pontual, 

com Lin1 versus algum marcador conjugado com PE (x PE), para células 

dendríticas, e CD14 versus qualquer marcador conjugado com PE (x PE), para 

monócitos/macrófagos (Figura 4 B e C). Nestes gráficos, os marcadores (x) 

                                                
1 MAC´S FACS fix solution – contém paraformaldeído, cacodilato de sódio e cloreto de sódio 
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conjugados com PE (ficoeritrina) foram os seguintes: CD209+, CD86+, CD40+, 

CD16+, TLR-2+, TLR-4+ e TLR-9+, além de CD123+ e CD11c+ (somente para Lin1- 

células dendríticas).  A análise de células dendríticas foi baseada na região R1+ R2, 

para a obtenção de células com fenótipo Lin1- x+ HLA-DR+, enquanto que a análise 

de monócitos/macrófagos feita em R1 obteve o fenótipo CD14+ x+ HLA-DR+. 

A análise de intensidade de fluorescência média também foi realizada, porém os 

resultados obtidos não foram significativos, por isso optamos pela análise utilizada 

neste trabalho, já que alguns de nossos achados foram estatisticamente 

significantes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.6.  Culturas de sangue total para análise de citocinas e quimiocinas 

Para a realização da cultura de sangue total, obteve-se 1mL de sangue 

heparinizado. As amostras de sangue foram diluídas 10x em meio RPMI 1640 

(Gibco) completo (HEPES 25mM, L-glutamina 200mM (Gibco), penicilina e 

Figura 4 – Gráficos de distribuição pontual dos marcadores que definirão os fenótipos de células 
dendríticas e monócitos/macrófagos. A) Gráfico de distribuição pontual SSC (side scatter) versus 
HLA-DR PE Cy5 para definição das regiões de análise de células dendríticas (gate R1+R2) e 
monócitos/macrófagos (gate R1). B) Gráfico de distribuição pontual entre os marcadores x PE e 
Lin FITC, para obtenção da subpopulação Lin

-
x

+
HLA-DR

+
 (retângulo verde). C) Gráfico de 

distribuição pontual entre os marcadores CD14 FITC e x PE, para obtenção da subpopulação 
CD14

+
x

+
HLA-DR

+
 (retângulo amarelo).  
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estreptomicina (Sigma) e bicarbonato de sódio), ou seja, 700 L de sangue foi 

adicionado a 6,3mL de meio RPMI completo. Esta diluição foi dispensada em 

placas de cultura de 24-poços estéreis (1mL por poço).  A placa foi identificada com 

a data de início da cultura e com as iniciais e código do paciente, enquanto nos 

poços anotou-se o dia de estudo (24 horas ou 3 dias) e o estímulo (sem estímulo 

( ) ou estímulo com antígenos (Ags) solúveis de MTB).  

Amostras foram incubadas em estufa com 5% CO2 e temperatura de 37ºC. Nos 

poços identificados com estímulo, eram acrescidos 100 L de Ags solúveis 

(concentração final de 5 g/mL) de cultura de MTB (cepa H37Ra).  Conforme 

identificação na placa, 24 horas ou 3 dias de cultivo, os sobrenadantes de cultura 

eram coletados (duas alíquotas de 400 L/cada) e congelados a –70ºC até sua 

utilização para dosagem de citocinas e quimiocinas.  

 

4.6.1. Dosagens de citocinas inflamatórias e quimiocinas por CBA 

(Cytometric Beads Array) 

 

A presença de citocinas proinflamatórias IL-1 , TNF- , IL-12, IL-10 e de 

quimiocinas CXCL9/MIG (Monokine Induced by IFN- ), CXCL10/IP-10 (IFN-

Inducible Protein 10), CCL5/RANTES (Regulated on Activation, Normal T cell 

Expressed and Secreted), CCL2/MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein 1) e 

CXCL-8/IL-8 nas amostras de sobrenadante de cultura de sangue total, foi avaliada 

através da utilização dos kits CBA inflammation e CBA chemokine (BD 

Biosciences). Uma alíquota de sobrenadante de cultura de cada condição do 

estudo (24h , 24h Ag MTB, 3d  e 3d Ag MTB), foi descongelada à temperatura 

ambiente. Tubos de citometria foram identificados para as amostras e para os 

padrões. As amostras estimuladas com Ag de MTB foram utilizadas sem diluir e 

diluindo 1:30 (diluição definida após padronização). Os procedimentos de preparo 

da mistura de beads e dos padrões foram seguidos conforme instruções do 

fabricante, para cada kit. Nos tubos identificados para as amostras, colocou-se 

15 L de mistura de beads/tubo e 25 L de amostra por tubo. Nos tubos dos 
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padrões, também foram acrescidos 15 L de mistura de beads por tubo e 25 L dos 

padrões nos seus respectivos tubos. 

Depois que todos os tubos identificados estavam com a mistura de beads e suas 

respectivas amostras ou padrões, 18 L/tubo de reagente de detecção PE foi 

adicionado a todos os tubos. Estes foram mantidos no escuro por 3 horas. Decorrido 

este tempo, 500 L de reagente F em cada tubo foi acrescido antes da centrifugação 

de 300 x g por sete minutos. Após a centrifugação, o conteúdo do tubo foi aspirado 

através de uma bomba a vácuo, de modo que, aproximadamente, 100 L do preparo 

permanecesse para a análise.  

Depois deste passo, os tubos foram analisados em citômetro de fluxo FACSort (BD 

Biosciences), após calibração conforme manual do kit. Na aquisição utilizou-se um 

threshold para SSC de 650 e uma resolução de 1024. O número de eventos na 

região R1 (definida no arquivo de aquisição, montado durante a calibração e 

compensação do citômetro para utilização dos kits) foi de 1800 eventos. As 

amostras foram lidas numa taxa de fluxo HIGH. Os dados obtidos foram analisados 

no programa BD CBA Software (BD Biosciences), seguindo as informações contidas 

no manual dos kits, visto que os resultados foram expressos em pg/mL. 

 

4.7.  Preparo do Antígeno (Ag) solúvel de Mycobacterium tuberculosis  

 

Para o preparo do Ag de MTB utilizou-se a cepa H37Ra ATTC (American Type 

Culture Collection) 25177 cedida pelo laboratório de Tuberculose do Núcleo de 

Doenças Infecciosas, da Universidade Federal do Espírito Santo. Para tanto, 

preparou-se uma suspensão bacteriana com turvação comparável a escala número 

1 de McFarland em solução salina/0,25% tween ou em água destilada estéril. 

Inoculamos 500 L de suspensão bacteriana em meio Middlebrook 7H9 (BD Difco) 

com 0,05% Tween (Merck-Schuchardt), totalizando 150mL de cultura (30 tubos com 

5mL de cultura cada). A Incubação foi realizada em estufa à 37ºC por 

aproximadamente 10 dias (fase log).  
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No dia anterior ao preparo do antígeno, alíquotas das culturas foram inoculadas em 

ágar sangue para pesquisa de contaminantes. Após a constatação de ausência de 

contaminantes, as culturas foram transferidas para quatro tubos cônicos de 50mL 

(37,5mL em cada tubo) e centrifugadas por 15 minutos, 2000 x g, à temperatura 

ambiente e sem freio. Os sobrenadantes foram desprezados e o sedimento 

ressuspendido em PBS (1ª lavagem). O procedimento de centrifugação repetiu-se 

mais duas vezes, sendo que na última vez, o sedimento foi ressuspendido num 

volume 10x menor que o inicial (3,75mL/tubo). Após vigorosa homogeneização, o 

conteúdo de cada tubo foi transferido para um tubo de centrífuga de 15mL. Estes 

tubos foram submetidos à agitação em vórtex por cerca de vinte minutos (múltiplas 

repetições durante vinte minutos). Depois da agitação, os tubos foram selados com 

parafilme e colocados em banho-maria à 65ºC por 1 hora. Passado este tempo, 

estes foram congelados à –70ºC (overnight).  

O ciclo de congelamento à –70ºC e descongelamento à 37ºC foi repetido quinze 

vezes, agitando em vórtex entre o congelamento e descongelamento. Concluídos os 

ciclos, o conteúdo dos tubos foram divididos em eppendorfs para serem submetidos 

a 4 ciclos (sem intervalos) no sonicador LCX Lysor (Abbott Probe System). 

Terminado o procedimento de sonicação, a suspensão contida nos eppendorfs foi 

transferida para um tubo cônico, e mantida em repouso por cinco minutos. Após este 

tempo, coletou-se o sobrenadante, sendo este, aliquotado em eppendorfs (400 L 

cada) e mantidos à –70ºC até sua utilização. Para confirmação de que não haveria 

crescimento micobacteriano após todo o processo de obtenção dos antígenos, uma 

alíquota destes antígenos (retirada do tubo cônico) foi inoculada em LJ, o qual foi 

acompanhado por trinta dias para verificação de ausência ou não de crescimento. 

Com a confirmação de que não houve crescimento micobacteriano, as proteínas 

foram dosadas pelo método de Lowry no Laboratório de Bioquímica da Universidade 

Federal do Espírito Santo. Cabe lembrar, que durante todo o processo, inóculos em 

ágar sangue foram utilizados para constatação de possíveis contaminações. 
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4.8. Análises estatísticas 

 

Dados com distribuição normal foram analisados através do Teste-t de Student (não-

pareado), teste Qui-Quadrado para a análise de variáveis discretas, e Mann-

Whitney, para dados com distribuição desconhecida e N reduzido. Nas correlações, 

o coeficiente de correlação de Pearson (r) foi utilizado. Foram utilizados os 

programas SPSS 17.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) e STATA version 

7 (STATA Corporation, College Station, TX, USA).  Valores de p  0.05 foram 

considerados significativos. 
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5. RESULTADOS 

 

Participaram dessa pesquisa 32 indivíduos, todos HIV - negativos, dos quais 14 

participantes apresentavam diagnóstico recente de TB (9 homens e 5 mulheres, com 

idade entre 18-56 anos), sendo 11 pacientes com TB e três pacientes com TB e 

helmintos intestinais (TB+HELM). Dos 18 indivíduos sem TB, cinco apresentaram 

helmintíase intestinal (com helmintos e sem TB, denominado grupo HELM), 

enquanto os demais eram PPD-positivos (PPD > 10mm) clinicamente saudáveis (8 

homens e 5 mulheres, com idade entre 14-60 anos), que foram arrolados como 

controles saudáveis (Controles). A mediana da idade dos indivíduos arrolados foi de 

32 anos, com IQ de 11. Informações sobre a idade, sexo, leucócitos totais, 

monócitos, linfócitos e eosinófilos nos grupos estudados estão representados na 

tabela 2 (os dados brutos estão contidos na tabela 4, no anexo 5). 

 

 

 

 

Dos indivíduos analisados nessa pesquisa, 21,63% (8 indivíduos) apresentavam 

algum tipo de verme, sendo que os helmintos encontrados e suas respectivas 

freqüências relativas foram as seguintes: Strongyloides stercoralis (3; 8,10%), 

Schistosoma mansoni (1; 2,70%), Enterobius vermicularis (2; 5,40%), Hymenolepis 

nana (1; 2,70%) e S. stercoralis + S. mansoni (1; 2,70%). Um indivíduo estava 

 
TB+ HELM TB p HELM  Controle  p 

Idade 24; IQ=9,5 32; IQ=9 0,35*** 31; IQ=21 35,5; IQ=29,2 0,28*** 

Sexo M/F 3/0 6/5 0,14** 4/1 9/9 0,23** 

Leucócitos*  6600 ± 600  8912,7 ± 800,8   0,17* 7600 ± 698,5  7585 ± 500,3  0,98 * 

Monócitos* 696,6 ± 176,28 692,6 ± 82,1 0,98* 566 ± 47,9 531,1 ± 44,2 0,69* 

Linfócitos* 2146,6 ± 411,5 1780 ± 158,2 0,33* 2382 ± 216,7 2480,5 ± 133,4 0,72* 

Eosinófilos* 446,6 ± 123,4  327,2 ± 130,9   0,66* 666 ± 159,1  331,6 ± 98,9  0,12 * 

Tabela 2 – Idade, sexo, leucócitos totais, monócitos, linfócitos e eosinófilos indivíduos com TB, 
com TB e helmintíases intestinais (TB+HELM), com helmintos intestinais (HELM) e pessoas 

saudáveis (controles). 

* Médias (expressas em células/mm
3
) e os respectivos erros-padrão. Mediana e intervalos interquartis (IQ) 

foram usadas na análise da idade. Valores de p não foram estatisticamente significantes. * Teste t de 
student; *** Teste Qui-quadrado; ** Teste Mann-Whitney. 
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infectado simultaneamente por dois tipos de helmintos intestinais, S. stercoralis e S. 

mansoni.   

 

5.1. Quantificação e fenotipagem de células dendríticas e macrófagos 

 

5.1.1. Células Dendríticas 

As análises fenotípicas e quantitativas das células dendríticas foram realizadas nos 

gates R1+R2 (monócitos + linfócitos). Foram analisados dados de sete indivíduos do 

grupo TB, sete do grupo PPD+, dois do grupo HELM e dois do grupo TB+HELM. 

Indivíduos PPD negativo foram incluídos posteriormente a esta análise. A média do 

número absoluto de células dendríticas mielóides, plasmacitóides e de 

monócitos/macrófagos estão representadas na tabela 3, bem como os erros-padrão. 

Os resultados da análise de DCs estão contidos nas figuras 5 a 12, com gráficos em 

que as médias e seus respectivos erros-padrão estão representados. Os dados para 

obtenção desses gráficos foram tirados das tabelas 5 e 6, no anexo 5. As marcações 

Lin-CD11c+HLA-DR+ e Lin-CD123+HLA-DR+ foram utilizadas para a aquisição das 

subpopulações de células dendríticas mielóides (mDC) e células dendríticas 

plasmacitóides (pDC), respectivamente. 

 

 

 

 

  

Células mDC pDC Mo/MΦ 

Grupos TB+HEL. TB HEL. CTRL TB+HEL. TB HEL. CTRL TB+HEL. TB HEL. CTRL 

Gate 
Monócitos 

5 ± 3 3 ± 0,7 3 ± 0,1 2 ± 0,4 10 ± 3,5 8 ± 2,3 12 ± 3 4 ± 0,5 670 ± 174 644 ± 87 477 ± 48 484 ± 44 

Linfócitos 
7 ± 6 3 ± 1,1 1 ± 0,5 8 ± 1,6 84 ± 26 26 ± 5 25 ± 17 32 ± 5,1 __ __ __ __ 

  
TOTAL 12 ± 3 6 ± 1,4 4 ± 0,4 8 ± 1,8 94 ± 22,5 34 ± 5,9 37 ± 20 36 ± 5,6 670 ± 174 644 ± 87 477 ± 48 484 ± 44 

Tabela 3 – Média do número absoluto de DCs (mielóides e plasmacitóides) e monócitos/macrófagos. 

Média ± erro-padrão.*Teste t Student. mDC: células dendríticas mielóides. pDC: células dendríticas plasmacitóides. Mo/MΦ: 
monócitos/macrófagos. TB+HEL.: grupo com tuberculose e helmintos intestinais. TB: grupo com tuberculose. HEL.: grupo com 
helmintíases intestinais. CTRL: grupo controle. Valores de p* não foram estatisticamente significantes.  
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No que se refere a estas subpopulações, uma redução na expressão dos 

marcadores de mDC (Lin-CD11c+HLA-DR+; p>0,05) foi observada para os grupos TB 

e HELM, em relação ao controle PPD+. Apesar de não estatisticamente significante, 

um discreto aumento na expressão dos marcadores de mDC no grupo TB+HELM foi 

observado ao se comparar com os demais grupos (Figura 5).  Já a expressão dos 

marcadores de pDC (Lin-CD123+HLA-DR+, p>0,05) também foi maior no grupo 

TB+HELM quando comparado aos outros grupos, inclusive o grupo controle (Figura 

6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 – Análise de célula dendrítica marcada com Lin1
- 
CD11c

+ 
HLA-DR

+ 
no 

gate R1 + R2 (monócitos+linfócitos). Células dendríticas mielóides (CD11c
+
) do 

sangue periférico de indivíduos com tuberculose pulmonar – TB (n=07), 

tuberculose e helmintos intestinais – TB+HELM (n=02), helmintíases intestinais – 

HELM (n=02) e controle – CTRL (n=07). As barras indicam as médias e os 

respectivos erros-padrão de cada grupo. Os valores de p não foram 

estatisticamente significantes. 
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A expressão de moléculas coestimulatórias CD86 e CD40 está representada nas 

figuras 7 e 8, respectivamente. Na figura 7, evidencia-se uma tendência ao aumento 

na expressão de CD86 nos grupos infectados por helmintos e/ou MTB (TB, HELM e 

TB+HELM) em relação ao grupo controle. No entanto, em pacientes com infecções 

associadas (TB +HELM) a expressão de CD86 foi intermediária entre as observadas 

para os grupos TB (menor expressão) e HELM (maior expressão).   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 – Análise de célula dendrítica marcada com Lin1
- 
CD123

+ 
HLA-DR

+ 
no gate R1 

+ R2 (monócitos+linfócitos). Células dendríticas mielóides (CD123
+
) do sangue 

periférico de indivíduos com tuberculose pulmonar – TB (n=07), tuberculose e helmintos 

intestinais – TB+HELM (n=02), helmintíases intestinais – HELM (n=02) e controle – 

CTRL (n=07). As barras indicam as médias e os respectivos erros-padrão de cada 

grupo. Os valores de p não foram estatisticamente significantes. 

 

Figura 7 – Análise de célula dendrítica marcada com Lin1
- 
CD86

+ 
HLA-DR

+ 
no gate R1 + 

R2 (monócitos+linfócitos). Células dendríticas CD11c
+
 ou CD123

+
 expressando CD86 no 

sangue periférico de indivíduos com tuberculose pulmonar – TB (n=07), tuberculose e 

helmintos intestinais – TB+HELM (n=02), helmintíases intestinais – HELM (n=02) e 

controle – CTRL (n=07). As barras indicam as médias e os respectivos erros-padrão de 

cada grupo. Os valores de p não foram estatisticamente significantes. 
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Quando a expressão de CD40 foi avaliada, observamos que a mesma foi reduzida 

no grupo TB e  no grupo HELM, quando comparados ao grupo PPD+ (p>0,05). Por 

outro lado, em pacientes do grupo TB+HELM a expressão foi maior tanto em relação 

ao grupo TB (p=0,02), quanto aos demais (p>0,05; Figuras 8). Células dendríticas 

mielóides e plasmacitóides tendem a maior expressão no grupo TB+HELM. A 

expressão de CD86 e CD40, neste grupo, mostra que estas células podem estar 

ativadas e maduras. Além disso, a expressão de DC-SIGN e TLR9 por mDC e pDC, 

respectivamente, sugere um desvio de resposta Th-1 para Th-2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nas figuras de 9 a 12 estão representadas a expressão dos marcadores CD209, 

TLR2, TLR4 e TLR9. A expressão de CD209 (Figura 9) estava reduzida (grupo TB) 

ou apresentou discreto aumento nos grupos infectados por helmintos (TB+HELM e 

HELM; p>0,05) em relação ao controle. Para o receptor TLR2, observamos uma 

tendência à maior expressão nos indivíduos infectados, seja por MTB ou por vermes, 

quando comparados ao grupo PPD+ (Figura 10).  

Figura 8 – Análise de célula dendrítica marcada com Lin1
- 
CD40

+ 
HLA-DR

+ 
no gate 

R1 + R2 (monócitos+linfócitos). Células dendríticas CD11c
+
 ou CD123

+
 

expressando CD40 no sangue periférico de indivíduos com tuberculose pulmonar 

– TB (n=07), tuberculose e helmintos intestinais – TB+HELM (n=02), helmintíases 

intestinais – HELM (n=02) e controle – CTRL (n=07). As barras indicam as médias 

e os respectivos erros-padrão de cada grupo. Valor de p significante: (*) p<0,05. 
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Figura 9 – Análise de célula dendrítica marcada com Lin1
- 
CD209

+ 
HLA-DR

+ 
no 

gate R1 + R2 (monócitos+linfócitos). Células dendríticas CD11c
+
 ou CD123

+
 

expressando DC-SIGN/CD209 no sangue periférico de indivíduos com tuberculose 

pulmonar – TB (n=07), tuberculose e helmintos intestinais – TB+HELM (n=02), 

helmintíases intestinais – HELM (n=02) e controle – CTRL (n=07). As barras 

indicam as médias e os respectivos erros-padrão de cada grupo. Os valores de p 

não foram estatisticamente significantes. 

 

Figura 10 – Análise de célula dendrítica marcada com Lin1
- 
TLR2

+ 
HLA-DR

+ 
no 

gate R1 + R2 (monócitos+linfócitos). Células dendríticas CD11c
+
 ou CD123

+
 

expressando TLR-2 no sangue periférico de indivíduos com tuberculose pulmonar 

– TB (n=07), tuberculose e helmintos intestinais – TB+HELM (n=02), helmintíases 

intestinais – HELM (n=02) e controle – CTRL (n=07). As barras indicam as médias 

e os respectivos erros-padrão de cada grupo. Os valores de p não foram 

estatisticamente significantes. 
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Para o receptor TLR4 (Figura 11), observamos uma tendência para o aumento na 

expressão deste receptor nos grupos TB e HELM e uma redução no grupo 

TB+HELM, quando comparados ao grupo controle. A expressão do receptor TLR-9 

(Figura 12) pelo grupo HELM apesar de ser mais elevado que os demais grupos, 

não foi estatisticamente significante (p> 0,05). Já os pacientes com tuberculose, 

tanto do grupo TB, quanto do TB+HELM, observamos redução na expressão deste 

receptor (p> 0,05), quando comparados aos demais grupos participantes do estudo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 – Análise de célula dendrítica marcada com Lin1
- 
TLR4

+ 
HLA-DR

+ 
no 

gate R1 + R2 (monócitos+linfócitos). Células dendríticas CD11c
+
 ou CD123

+
 

expressando TLR-4 no sangue periférico de indivíduos com tuberculose pulmonar 

– TB (n=07), tuberculose e helmintos intestinais – TB+HELM (n=02), helmintíases 

intestinais – HELM (n=02) e controle – CTRL (n=07). As barras indicam as médias 

e os respectivos erros-padrão de cada grupo. Os valores de p não foram 

estatisticamente significantes. 
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5.1.2. Monócitos/Macrófagos 

 

As análises fenotípicas e quantitativas de macrófagos foram realizadas com base nos 

dados obtidos no gate R1 (monócitos). Estes grupos estão distribuídos da seguinte 

forma: 10 indivíduos no grupo TB, 13 no grupo PPD-positivo, três no grupo TB+HELM e 

cinco no grupo HELM. As figuras 13 a 19 representam a comparação das médias de 

cada marcador entre os grupos estudados, cujos dados foram tabelados para a 

obtenção das médias e erros-padrão (tabela 7, no anexo 5).  

A expressão do receptor DC-SIGN (CD209; Figura 13) em macrófagos não foi 

significativa entre os grupos, no entanto podemos sugerir que os grupos infectados por 

vermes (TB+HELM e HELM) apresentam maior expressão deste marcador em relação 

aos demais grupos. A possível diferença entre os grupos TB e TB+HELM, na qual a 

expressão de CD209 pelo grupo TB+HELM foi mais expressiva (p>0,05), leva-nos a 

ponderar que este grupo apresenta um maior número de macrófagos tipo M2 

Figura 12 – Análise de célula dendrítica marcada com Lin1
- 
TLR9

+ 
HLA-DR

+ 
no 

gate R1 + R2 (monócitos+linfócitos). Células dendríticas CD11c
+
 ou CD123

+
 

expressando TLR-9 no sangue periférico de indivíduos com tuberculose pulmonar 

– TB (n=07), tuberculose e helmintos intestinais – TB+HELM (n=02), helmintíases 

intestinais – HELM (n=02) e controle – CTRL (n=07). As barras indicam as médias 

e os respectivos erros-padrão de cada grupo. Os valores de p não foram 

estatisticamente significantes. 
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(polarização Th-2), mostrando assim, uma tendência ao desvio da resposta Th1 para 

Th2.       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Moléculas coestimulatórias (CD86 e CD40) apresentaram maior expressão, ou uma 

tendência ao aumento, nos grupos compostos por indivíduos infectados por MTB 

e/ou helmintos (TB e TB+HELM) (Figuras 14 e 15, respectivamente). Apesar de não 

ser relevante, estatisticamente, a expressão do marcador CD14+CD86+HLA-DR+ foi 

maior nos grupos TB e TB+HELM do que nos demais (Figura 14).  

A expressão de CD14+CD40+HLA-DR+ da mesma forma que CD86, não foi 

significativa, mas demonstra um aumento nos grupo TB e TB+HELM (Figura 15).  

Estes dados apontam para um aumento na expressão de moléculas coestimulatórias 

durante a infecção por MTB, o que sugere uma ativação de macrófagos nestes 

grupos. 

Figura 13 – Análise de monócitos/macrófagos marcados com CD14
+ 

CD209
+ 

HLA-

DR
+ 

no gate R1 (monócitos). Monócitos/macrófagos expressando CD209 no 

sangue periférico de indivíduos com tuberculose pulmonar – TB (n=10), 

tuberculose e helmintos intestinais – TB+HELM (n=03), helmintíases intestinais – 

HELM (n=05) e controle – CTRL (n=13). As barras indicam as médias e os 

respectivos erros-padrão de cada grupo. Os valores de p não foram 

estatisticamente significantes. 
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Figura 14 – Análise de macrófagos marcados com CD14
+ 

CD86
+ 

HLA-DR
+ 

no gate 

R1 (monócitos). Monócitos/macrófagos expressando CD86 no sangue periférico 

de indivíduos com tuberculose pulmonar – TB (n=10), tuberculose e helmintos 

intestinais – TB+HELM (n=03), helmintíases intestinais – HELM (n=05) e controle 

– CTRL (n=13). As barras indicam as médias e os respectivos erros-padrão de 

cada grupo. Os valores de p não foram estatisticamente significantes. 

 

Figura 15 – Análise de macrófagos marcados com CD14
+ 

CD40
+ 

HLA-DR
+ 

no gate 

R1 (monócitos). Monócitos/macrófagos expressando CD40 no sangue periférico 

de indivíduos com tuberculose pulmonar – TB (n=10), tuberculose e helmintos 

intestinais – TB+HELM (n=03), helmintíases intestinais – HELM (n=05) e controle 

– CTRL (n=13). As barras indicam as médias e os respectivos erros-padrão de 

cada grupo. Valor de p significativo: (*) p<0,05.  
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A expressão dos marcadores CD14+CD16+HLA-DR+ esteve elevada em todos os 

grupos apesar das diferenças não serem significativas.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na análise dos receptores TLRs, também não houve diferença significativa entre os 

grupos, no entanto, observamos um aumento dos TLRs nos grupo com TB e 

TB+HELM (Figuras 17-19). Não obstante, observamos uma à tendência à redução 

na expressão de moléculas de reconhecimento (TLR2 e TLR4) no grupo TB+HELM, 

em relação ao grupo TB, o que poderia culminar em anergia nas células desse grupo 

(Figuras 17 e 18).  

 

 

Figura 16 – Análise de macrófagos marcados com CD14
+ 

CD16
+ 

HLA-DR
+ 

no 

gate R1 (monócitos). Monócitos/macrófagos expressando CD16 no sangue 

periférico de indivíduos com tuberculose pulmonar – TB (n=10), tuberculose e 

helmintos intestinais – TB+HELM (n=03), helmintíases intestinais – HELM (n=05) 

e controle – CTRL (n=13). As barras indicam as médias e os respectivos erros-

padrão de cada grupo. Valor de p: * p<0,05. 
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Figura 17 – Análise de macrófagos marcados com CD14
+ 

TLR2
+ 

HLA-DR
+ 

no gate 

R1 (monócitos). Gráfico representativo das médias (células/mm
3
) versus grupos 

Monócitos/macrófagos expressando TLR-2 no sangue periférico de indivíduos 

com tuberculose pulmonar – TB (n=10), tuberculose e helmintos intestinais – 

TB+HELM (n=03), helmintíases intestinais – HELM (n=05) e controle – CTRL 

(n=13). As barras indicam as médias e os respectivos erros-padrão de cada 

grupo. Valores de p: (*) p<0,05, (**) p<0,01, estatisticamente significativos. 

 

Figura 18 – Análise de macrófagos marcados com CD14
+ 

TLR4
+ 

HLA-DR
+ 

no gate 

R1 (monócitos). Gráfico representativo das médias (células/mm
3
) versus grupos 

Monócitos/macrófagos expressando TLR-4 no sangue periférico de indivíduos com 

tuberculose pulmonar – TB (n=10), tuberculose e helmintos intestinais – TB+HELM 

(n=03), helmintíases intestinais – HELM (n=05) e controle – CTRL (n=13). As 

barras indicam as médias e os respectivos erros-padrão de cada grupo. Valores 

de p: (*) p<0,05, (**) p<0,01, estatisticamente significativos. 
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Em se tratando de TLR9 (Figura 19), foi constatada uma tendência ao aumento 

deste receptor no grupo TB+HELM em relação aos demais grupos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 5.2. Análise de citocinas e quimiocinas no sangue total 

 

Amostras de sangue periférico de vinte e cinco indivíduos foram utilizadas para a 

realização de culturas de sangue total. A escolha pela cultura de sangue total foi 

baseada no fato de acharmos que este procedimento melhor mimetiza a resposta in 

vivo. Os grupos foram compostos por: nove pacientes no grupo TB, três no grupo 

HELM, três no grupo TB+HELM e, dez indivíduos no grupo PPD positivo (controle). 

No experimento de dosagem de citocinas e quimiocinas, o grupo PPD negativo não 

está presente, por ter sido incluído após o término das culturas. Finalizadas as 

culturas, não havia antígenos para realizar tal procedimento com estes novos 

participantes.   

Figura 19 – Análise de macrófagos marcados com CD14
+ 

TLR9
+ 

HLA-DR
+ 

no gate 

R1 (monócitos). Monócitos/macrófagos expressando TLR-9 no sangue periférico 

de indivíduos com tuberculose pulmonar – TB (n=10), tuberculose e helmintos 

intestinais – TB+HELM (n=03), helmintíases intestinais – HELM (n=05) e controle 

– CTRL (n=13). As barras indicam as médias e os respectivos erros-padrão de 

cada grupo. Os valores de p não foram estatisticamente significantes. 
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Neste procedimento, foram avaliadas as citocinas e quimiocinas que se seguem: IL-

12, TNF- , IL-10, IL-6, IL-1 , CXCL-10/IP-10, CCL-2/MCP-1, CXCL-9/MIG, CCL-

5/RANTES e CXCL-8/IL-8 (tabelas 8 e 9, no anexo 5).  Não foi observada diferença 

significativa entre os resultados obtidos nos dias zero (baseline) e três dias (3d) de 

cultura, tanto nos poços estimulados (Ag MTB) quanto nos sem estímulo (Ø) 

antigênico. Portanto, os resultados apresentados baseiam-se nas culturas com 24 

horas de estimulação (Figuras 20-29). Os gráficos apresentam as médias e erros-

padrão de cada citocina e quimiocina, em seus devidos grupos.  

A IL-12, citocina do tipo Th-1, obtida na ausência de estímulo, foi produzida em 

baixas concentrações, quase indetectáveis, mesmo quando estimulada por 

antígenos solúveis de MTB (Figura 20). Quando estimulada, essa citocina mostrou 

uma tendência à menor concentração entre os indivíduos dos grupos infectados por 

vermes (TB+HELM e HELM) quando comparados ao grupo TB.  

A citocina IL-10, no entanto, apresentou um aumento mais expressivo em sua 

concentração nos sobrenadantes de cultura, visto que, foram encontradas 

diferenças estatisticamente, significativas entre os grupos PPD+ e TB (p=0,02) e, 

PPD+ e TB+HELM (p=0,02) quando na presença de estímulo antigênico (Figura 21). 

A existência de correlação negativa (r=-0,47) entre IL-10 e IL-12 no grupo 

TB+HELM, não foi observada nos demais grupos. Esta correlação sugere que o 

aumento de IL-10 induza a redução de IL-12, possivelmente, porque IL-10 é uma 

citocina inibitória de células produtoras de IL-12. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20 - Representação da produção de IL-12p70, em pg/mL, nos indivíduos do grupo controle 

– CTRL (n= 10), grupo TB (n= 9), grupo TB+HELM (n= 3) e grupo HELM (n= 3). As barras 

representam as médias e erros-padrão da diferença entre estímulo com antígenos de MTB e não 

estímulo (Ø). Valores de p não foram estatisticamente significantes. 

 

CTRL 
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A produção de TNF-  (Figura 22) esteve aumentada nos grupos TB (p=0,03) e 

TB+HELM (p=0,01) quando comparados ao grupo PPD+. O grupo TB também 

apresentou maior produção de TNF-  que o grupo TB+HELM (p=0,02).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21 - Representação da produção de IL-10, em pg/mL, nos indivíduos do grupo controle 

– CTRL (n= 10), grupo TB (n= 9), grupo TB+HELM (n= 3) e grupo HELM (n= 3 As barras 

representam as médias e erros-padrão da diferença entre estímulo com antígenos de MTB e 

não estímulo (Ø). Valor significativo de p: * p<0,05.      

 

CTRL 

Figura 22 - Representação da produção de TNF- , em pg/mL, nos indivíduos do grupo controle – 

CTRL (n= 10), grupo TB (n= 9), grupo TB+HELM (n= 3) e grupo HELM (n= 3). As barras 

representam as médias e erros-padrão da diferença entre estímulo com antígenos de MTB e não 

estímulo (Ø). Valor significativo de p: * p<0,05.      

 

CTRL 
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Quando as culturas foram estimuladas com antígenos de MTB, as citocinas IL-6 e IL-

1 , tiveram aumento de concentração no sobrenadante, porém, este aumento só foi 

estatisticamente significativo para a citocina IL-6 (Figura 23). A concentração de IL-6, 

quando comparados ao controle, foi significativamente maior nos grupos TB 

(p=0,04) e TB+HELM (p=0,02).  Dentre os grupos analisados, o grupo HELM foi o 

que apresentou maior concentração de IL-6, a qual proporcionou significância 

estatística em relação ao grupo TB (p= 0,005). Como observado na figura 24, a 

citocina IL-1  tende a um comportamento semelhante à citocina TNF- . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23 - Representação da produção de IL-6, em pg/mL, nos indivíduos do grupo controle – 

CTRL (n= 10), grupo TB (n= 9), grupo TB+HELM (n= 3) e grupo HELM (n= 3). As barras 

representam as médias e erros-padrão da diferença entre estímulo com antígenos de MTB e 

não estímulo (Ø). Valor significativo de p: * p<0,05 e ** p<0,01. 

 

CTRL 
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Quanto às quimiocinas, os resultados obtidos para CXCL-8, CXCL-9, CXCL-10 e 

CCL-5 não foram estatisticamente significantes, em relação a qualquer grupo 

analisado, porém, algumas tendências foram observadas e, portanto, serão 

comentadas neste texto.  

CXCL-8/IL-8 apresentou maior produção tanto no grupo TB, quanto no grupo HELM, 

ao passo que, no grupo TB+HELM, observamos redução em sua concentração 

quando comparados ao controle PPD+ (Figura 25). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24 - Representação da produção de IL-1 , em pg/mL, nos indivíduos do grupo controle – 

CTRL (n= 10), grupo TB (n= 9), grupo TB+HELM (n= 3) e grupo HELM (n= 3). As barras 

representam as médias e erros-padrão da diferença entre estímulo com antígenos de MTB e não 

estímulo (Ø). Valores de p não foram estatisticamente significantes. 

 

CTRL 

Figura 25 - Representação da produção da quimiocina CXCL-8/IL-8, em pg/mL, nos indivíduos 

do grupo controle – CTRL (n= 10), grupo TB (n= 9), grupo TB+HELM (n= 3) e grupo HELM (n= 

3). As barras representam as médias e erros-padrão da razão entre estímulo com antígenos de 

MTB e não estímulo (Ø). Valores de p não foram estatisticamente significantes. Quimiocina 

dosada pelo kit CBA inflammation. Quimiocina dosada através do kit CBA inflammation. 

 

CTRL 
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A análise da quimiocina CXCL-10/IP-10 (Figura 26) revelou que, após o estímulo 

com antígenos de MTB, os indivíduos portadores de infecções helmínticas e/ou TB 

(TB, TB+HELM e HELM) apresentaram aumento na produção desta molécula em 

relação ao grupo PPD+.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Curiosamente, após estimulação antigênica, a quimiocina CXCL-9/MIG (Figura 27) 

não foi detectada nos sobrenadantes de cultura dos grupos infectados por helmintos 

(TB+HELM e HELM) e no grupo controle, sendo apenas detectada em baixa 

concentração no grupo TB. Mesmo não sendo significante, a pequena produção de 

CXCL-9/MIG no grupo TB, mostra a influência da citocina IFN-  neste grupo, o que 

não é possível de ser observada nos demais grupos. A mesma influência pode ser 

sugerida para CXCL-10 nos grupos infectados por MTB (principalmente o grupo TB), 

visto que ambas quimiocinas são induzidas por IFN-  (ROLLINS, 1997; SAUTY et 

al., 1999). 

 

 

Figura 26 - Representação da produção da quimiocina CXCL-10/IP-10, em pg/mL, nos indivíduos 

do grupo controle – CTRL (n= 10), grupo TB (n= 9), grupo TB+HELM (n= 3) e grupo HELM (n= 3). 

As barras representam as médias e erros-padrão da razão entre estímulo com antígenos de MTB e 

não estímulo (Ø). Valores de p não foram estatisticamente significantes. Quimiocina dosada 

através do kit CBA chemokine. 

CTRL 
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A produção da quimiocina CCL5/RANTES, após estimulação com antígenos de 

MTB, foi reduzida ou inexistiu nos grupos TB (p=0,46) e TB+HELM (p=0,65), 

respectivamente, quando comparados ao grupo controle (Figura 28). O grupo HELM 

(p=0,24, em relação ao grupo TB) apresentou uma expressão praticamente 

semelhante à observada para o grupo PPD+.  
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Figura 27- Representação da produção da quimiocina CXCL-9/MIG, em pg/mL, nos indivíduos do 

grupo controle – CTRL (n= 10), grupo TB (n= 9), grupo TB+HELM (n= 3) e grupo HELM (n= 3). As 

barras representam as médias e erros-padrão da razão entre estímulo com antígenos de MTB e não 

estímulo (Ø). Valores de p não foram estatisticamente significantes. Quimiocina dosada através do 

kit CBA chemokine. 

 

CTRL 

Figura 28 - Representação da produção da quimiocina CCL-5/RANTES, em pg/mL, nos indivíduos do 

grupo controle – CTRL (n= 10), grupo TB (n= 9), grupo TB+HELM (n= 3) e grupo HELM (n= 3). As 

barras representam as médias e erros-padrão da razão entre estímulo com antígenos de MTB e não 

estímulo (Ø). Valores de p não foram estatisticamente significantes. Quimiocina dosada através do kit 

CBA chemokine. 

 

0,00 

CTRL 
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A quimiocina CCL2/MCP-1 (Figura 29), apresentou redução em sua produção no 

grupo TB (p=0,01), quando comparada ao grupo controle. No que se refere ao grupo 

TB+HELM, não houve alteração relevante em relação ao grupo PPD+ ou aos 

demais, podendo apenas observar uma tendência a redução, que foi menos 

expressiva que a observada no grupo TB. No entanto, a produção de CCL2/MCP-1 

pelo grupo HELM (p=0,02) revelou-se aumentada quando relacionada ao grupo TB.  

Cabe salientar, que a maioria dos resultados apresentados não foi estatisticamente 

significante, contudo, mostram tendências em virtude da estimulação com antígenos 

de MTB. Esta ausência de resultados significativos pode ser explicada pelo pequeno 

número de indivíduos que compõe cada grupo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29- Representação da produção da quimiocina CCL-2/MCP-1, em pg/mL, nos indivíduos 

do grupo controle – CTRL (n= 10), grupo TB (n= 9), grupo TB+HELM (n= 3) e grupo HELM (n= 

3). As barras representam as médias e erros-padrão da razão entre estímulo com antígenos de 

MTB e não estímulo (Ø). Quimiocina dosada através do kit CBA chemokine. Valores de p < 0,05 

(*) foram estatisticamente significantes.  
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6. DISCUSSÃO 

Neste estudo o pequeno número de indivíduos que compõem cada grupo, 

especialmente, o grupo TB+HELM (apenas 3 pacientes), tornam reduzida a força 

estatística de nossos dados. A dificuldade de conseguir voluntários para participar 

do estudo que apresentassem helmintos intestinais foi muito grande. Muitos 

voluntários não aceitavam participar quando eram informados da necessidade de 

coleta de amostras de fezes e sangue.  No entanto, pretendemos aumentar nossa 

amostra para confirmar ou não nossos resultados, vislumbrando a publicação dos 

mesmos.  

Optamos por utilizar cultura de sangue total ao invés da cultura com PBMC, não só 

pela facilidade da técnica, mas por acreditarmos que esta medotologia melhor 

representaria a resposta periférica, uma vez que emprega todas as células 

sangüíneas, bem como os componentes do plasma. 

Nosso modelo de estudo investiga o impacto das helmintíases intestinais em 

algumas células da resposta inata à tuberculose, utilizando sangue periférico para 

este fim. No entanto, esse não seria o modelo mais apropriado para obter tal 

resultado na tuberculose pulmonar, já que as células do sistema imunitário nos 

pulmões podem apresentar modulação diferente das células periféricas.  

A análise dos hemogramas dos diferentes grupos (tabela 2) não mostram, em 

relação ao número de leucócitos totais, monócitos e eosinófilos, diferenças 

estatísticas significativas entre os grupos. Já a comparação do número de linfócitos, 

mostra diferença significativa entre os grupos TB e controle (p= 0,003). Cabe 

ressaltar que alteração no hemograma de pacientes com TB é pouco freqüente, 

podendo ocorrer discreta anemia e leucocitose, com linfocitose (LOPES & GROTTO, 

2009).  

Sabe-se que as DCs, monócitos e macrófagos são identificados no grupo monocítico 

no hemograma. No entanto, o número de DCs, em todos os grupos, foi maior na 

leitura no gate (região) de linfócitos (tabela 3), especialmente, para as DCs 

plasmacitóides. Esses dados demonstram que grande parte das células dendríticas 

estão contidas no grupo de células contadas como linfócitos. 
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Entre todos os grupos avaliados, células dendríticas marcadas com CD11c e CD123 

variaram de 0 a 82 células (tabelas 5 e 6 no anexo 5). Resultados das análises 

imunofenotípicas, demonstram que DCs mielóides (Lin1-CD11c+HLA-DR+) 

apresentaram redução numérica, mesmo que não significativa nos grupos TB e 

HELM, ao passo que as células DCs plasmacitóides (Lin-CD123+HLA-DR+) 

apresentaram maior concentração nos grupos TB+HELM e HELM. O número total 

de células dendríticas, embora não estatisticamente significativo, foi maior no grupo 

TB+HELM (tabela 3), o que ocorreu para as subpopulações (mDCs e pDCs) 

analisadas separadamente.  

Nossos resultados, embora não apresentem significância estatística desejada, 

tendem a concordar com os dados da literatura.  Estudos mostram que pacientes 

com TB ativa exibem uma diminuição específica e significativa do número absoluto 

de DCs circulantes quando comparados a doadores saudáveis (LICHTNER et al., 

2005). A redução desse número para subpopulação plasmacitóide nas formas 

pulmonar e extrapulmonar da TB tem sido observada, ao passo que, para DCs 

mielóides uma redução acentuada ocorre na doença extrapulmonar (LICHTNER et 

al., 2005). Na TB ativa estas células são provavelmente mais susceptíveis à 

apoptose e à destruição periférica (LICHTNER et al., 2005).   

Apesar da pequena amostra (apenas dois pacientes), o maior número de DCs e a 

maior expressão de DC-SIGN, CD40 e TLR-9 podem resultar num perfil diferente do 

grupo TB+HELM. O que nos leva a acreditar na possível participação das células 

dendríticas mielóides, expressando DC-SIGN, e de células dendríticas 

plasmacitóides, expressando CD123+ e CD40+, no favorecimento de uma resposta 

Th-2 ou na restrição de uma resposta Th-1. 

A participação de DCs nesse favorecimento ou restrição da diferenciação dos 

linfócitos Th, pode ser explicada, em primeiro lugar, pela existência de DCs DC-

SIGN+ (mDCs), que se ligam ao ManLam (mannosylated LAM) micobacteriano 

através do DC-SIGN, bloqueando a maturação de DCs induzida por LPS e 

provocando aumento da liberação da citocina IL-10. Então, mDCs, através de DC-

SIGN, podem favorecer a evasão imune micobacteriana, como também, limitar a 

lesão durante a tuberculose crônica (GEIJTENBEEK et al., 2003).   

 



81 

 

Em segundo lugar, DCs que expressam CD40 e CD123 (pDCs), induzem células T 

reguladoras (Tregs) produtoras de IL-10, citocina inibidora da resposta Th-1. Células 

dendríticas também contribuem para o controle funcional de células Tregs, ao dar 

suporte à expansão de Tregs funcionais de maneira antígeno-específica ou pelo fato 

de DCs imaturas, seletivamente, induzirem essas células (YAMAZAKI et al., 2003; 

MAHNKE et al., 2003).  As células Tregs atuam diretamente nas células Th-1 

ativadas, inibindo sua proliferação antígeno-específica, assim como na produção de 

citocinas dependente de contato celular (MAHNKE et al., 2003).  

Na análise da expressão de marcadores de coestimulação e de reconhecimento em 

DCs, observamos grande quantidade de células com baixa a moderada expressão 

de moléculas de reconhecimento e coestimulatórias, indicando que as mesmas 

podem não apresentar perfil de células ativadas/maduras (tabelas 5 e 6 no anexo 5). 

Estas células seriam capazes de apresentar modulação cruzada, visto que em sua 

maioria são células imaturas. Esses resultados foram observados na maioria das 

DCs presentes nos grupos infectados.  

No entanto, um fenótipo imaturo ou de maturação intermediária, pode ser também 

reflexo do tipo de estímulo micobacteriano. Produtos micobacterianos, como o 

ManLAM, podem induzir tais fenótipos que comprometem a resposta protetora 

contra o MTB, pois DCs perdem a capacidade fagocítica, tornam-se sensíveis a lise 

por células NK, reduzem a expressão de receptores de quimiocinas para migração 

aos linfonodos, e consequentemente, prejudicam a resposta T MTB-específica 

(DULPHY et al., 2007). 

Apesar de não estatisticamente significantes, foi possível observar pequena 

maturação ou diferenciação em alguns representantes desse grupo celular, 

conforme observação da expressão de CD86 e CD40 no grupo TB+HELM (Figuras 7 

e 8).  Além do mais, receptores indutores da resposta Th-1 (TLR-2, TLR-4; Figuras 

10 e 11) estão reduzidos em células dendríticas do grupo TB+HELM, o que resulta 

em DCs fracas na indução de Th-1, capazes de induzir resposta Th-2 ou mesmo 

restringir a resposta Th-1. 

DCs efetoras (expressando quantidade maior de moléculas de coestimulação) foram 

pouco observadas no estudo (apenas grupo TB+HELM). Estas células são 
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resistentes à mudança na diferenciação por estímulos variados e quando 

estimuladas por outros antígenos, estas não estão sujeitas a subsequente 

modulação cruzada com outro antígeno que tenha capacidade de estimulá-las (DE 

JONG, et al., 2002). Nossa observação leva-nos a hipotetizar, que células 

dendríticas que se tornam efetoras na presença de helmintos não podem sofrer 

modulação cruzada num contato com outros tipos de antígenos, inclusive antígenos 

do MTB, o que induziria uma resposta do tipo Th-2 no grupo TB+HELM. A presença 

de DCs efetoras vai de encontro aos achados de outros pesquisadores no qual, na 

infecção por MTB, DCs do sangue periférico expressam altos níveis de moléculas 

coestimulatórias e de adesão (BANCHEREAU & STEINMAN, 1998; GIACOMINI et 

al., 2001). 

A análise quantitativa de monócitos/macrófagos foi obtida em citômetro de fluxo 

utilizando apenas o gate para monócitos. Na citometria, embora não significante, o 

número de monócitos/macrófagos esteve aumentado nos grupos só com TB, e 

principalmente, no grupo TB+HELM (tabela 3).  

 

A expressão de TLR-2, TLR-4 e DC-SIGN, pode definir dois tipos de macrófagos: M1 

(TLR-2 e TLR-4) indutor da resposta Th-1 e M2 (DC-SIGN), que induz a resposta Th-

2 (VEGA &CORBÍ, 2006). Mesmo não sendo estatisticamente significativo, no grupo 

TB, o número aumentado de macrófagos e a maior expressão de TLR-2 e TLR-4 

indicam predomínio de M1. No grupo TB+HELM, a maior expressão de DC-SIGN 

(CD209) em macrófagos, indica que eles tendem para M2. Tais macrófagos estariam 

relacionados com a resposta Th-2 ou com o desvio de resposta Th-1 no grupo 

TB+HELM. 

 

DC-SIGN é um receptor presente em DCs e macrófagos, capaz de suprimir a 

resposta de DCs, levando a ativação de células T reguladoras ou Th-2 

(GEIJTENBEEK et al., 2003; BERGMAN et al., 2004), como também, a indução da 

produção de IL-10 (GEIJTENBEEK et al., 2003).  Este receptor de reconhecimento 

expresso em DCs (tipo 2) e macrófagos M2 (TAILLEUX et al., 2003) pode indicar um 

desvio de resposta Th-2 (VEGA & CORBÍ, 2006). O menor número de macrófagos 

M1 no grupo TB+HELM pode ter ocorrido devido à presença de DC2s, diferenciadas 

e ativadas por antígenos de vermes presentes nos indivíduos desse grupo. Estas 
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células promovem à polarização da reposta para o lado Th-2, e consequentemente, 

a redução de macrófagos do tipo M1 nestes pacientes, diminuindo a possibilidade de 

estabelecimento de uma resposta Th-1 (WHELAN et al., 2000).   

Para macrófagos, a quantificação e características fenotípicas não foram 

representativas. Embora a expressão não tenha sido estatisticamente significante 

para os marcadores CD40, CD86, CD209, CD16, TLR-2, TLR-4 e TLR-9, houve uma 

tendência de aumento no grupo TB+HELM, o que pode indicar maturação dessas 

células neste grupo. 

Nossos resultados mostram que os níveis de IL-10 em cultura de sangue total, 

estimulada com antígenos de MTB nos grupos TB+HELM (p=0,02) e TB (p=0,02) 

apresentaram-se elevados quando comparados ao grupo controle.  Já a citocina IL-

12 não apresentou variação importante entre os grupos. Os níveis mais elevados de 

IL-10 no grupo TB+HELM podem estar relacionados a baixa produção de IL-12. Isso 

se sustenta pelo fato do coeficiente de correlação entre IL-10 e IL-12 nesse grupo ter 

sido negativo.  

 

Em nossos experimentos, o aumento na produção de IL-10 foi provavelmente 

específico para os antígenos solúveis totais do MTB, visto que macrófagos em 

cultura não estimulados ou estimulados com PPD produzem IL-10 em baixas 

concentrações (BONECINI-ALMEIDA et al., 1998). Além do mais, na infecção 

experimental de células THP1, por H37Ra (fonte do antígeno utilizado) e H37Rv, há 

produção de níveis elevados de IL-10 no sobrenadante de cultura (SHARMA et al., 

2003). Adicionalmente, níveis aumentados de IL-10, bem como TNF- , foram 

detectados em pacientes com TB pulmonar (revisado por SHARMA et al., 2003). 

 

A baixa produção de IL-12 após estímulo com antígenos solúveis de MTB em nosso 

estudo, vai ao encontro dos níveis de IL-12 produzidos em cultura de células THP1 

infectada com MTB (FLESCH et al., 1995). Possíveis explicações para a pequena 

produção de IL-12 após estímulo com MTB ou seus produtos, são: a) o MTB 

sozinho, pode não induzir quantidade suficiente de IL-12, como registrado em 

células THP1; b) a possível presença de fatores antagônicos a IL-12, tais como IL-10 

ou IL-4, os quais contrapõem a ação de IL-12; c) ou ainda, que a produção de IL-12 
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seja dose dependente, portanto, necessitaria de uma maior concentração de 

antígenos (FLESCH et al., 1995;  SHARMA et al., 2003).  

Noutro sentido, alguns pesquisadores, relataram níveis elevados de IL-10 e IL-12p40 

em sobrenadantes tanto de cultura de macrófagos infectados com MTB da cepa 

H37Ra, quanto de coculturas de macrófagos e linfócitos do sangue periférico 

estimulados com lisado de MTB/IFN- . Já IL-12p70 foi obtida em nível extremamente 

baixo quando testada nas mesmas condições (BONECINI-ALMEIDA et al., 1998). 

Nossos dados estão de acordo com o observado por Bonecini-Almeida e 

colaboradores (1998), que acreditam que o homodímero IL-12p40 atue como 

antagonista de IL-12p70, por bloquear o receptor IL-12R.  Wong e colaboradores 

(2007) sugerem os níveis de IL-10 e IL-12 observados in vitro estão ligados ao tipo 

de cepa que estimula a cultura e, nos nossos experimentos, o antígeno foi originado 

de uma cepa avirulenta.  

  

Observamos maior produção de  TNF-  nos grupos TB e TB+HELM (p<0,05) nas 

culturas estimuladas com antígenos da cepa avirulenta H37Ra. É sabido TNF-  

apresenta papel importante na infecção pelo MTB. O efeito bacteriostático mediado 

por TNF-  em macrófagos murinos infectados com H37Ra, está associado ao 

aumento de expressão de citocinas tipo Th-1 e quimiocinas (FREEMAN et al., 2006). 

É licito admitir que a menor produção de TNF- no grupo TB+HELM, pode advir da 

presença de helmintos, resultando em menor efeito bacteriostático nesse grupo.  

Quanto à IL-1 , observamos um aumento nos grupos TB e TB+HELM, mesmo que 

não significativo. Esta citocina tem sua produção estimulada por componentes da 

parede celular e proteínas do MTB (SHARMA et al., 2003), cujo aumento está 

associado a maior produção de IL-6 e TNF- , que estão significativamente 

aumentados nos grupos TB e TB+HELM (Figuras 22-23). Por outro lado, IL-1  pode 

estar relacionada com a inibição da maturação de células dendríticas (MAKINO et 

al., 2006), observada no grupo TB+HELM.     

Houve aumento significativo de IL-6 nos grupos TB, TB+HELM e HELM. No entanto, 

o grupo TB+HELM foi o que apresentou menor aumento em relação ao grupo 

controle. Uma possível explicação para o menor aumento de IL-6 nesse grupo é o 
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fato da resposta Th-2 originada pela presença do helminto poder modular a resposta 

Th-1 induzida pelo MTB. Em um modelo de infecção com S. mansoni em 

camundongos CBA/J, observa-se grande produção de IL-17, IFN-  e IL-6, que é 

fortemente reduzida em animais previamente infectados com Heligmosomoides 

polygyrus, sendo uma forte evidência de resposta Th-2 (BAZZONE et al., 2008). 

Esses autores admitem que no modelo estudado, o aumento de células Tregs 

(FoxP3+) e macrófagos M2 observados, podem ser responsáveis pela redução de 

citocinas Th-1, e também, IL-6. 

 

Embora não significativa, a produção da quimiocina CXCL-8 mostrou-se aumentada 

no grupo TB e no grupo HELM, e reduzida no grupo TB+HELM. A presença de 

helmintos intestinais com resposta Th-2 no grupo TB+HELM, pode justificar a menor 

produção de CXCL-8 nesse grupo, já que citocinas Th-2 podem modular a produção 

de quimiocinas CXC, como demonstrado em células epiteliais humanas infectadas 

com BCG. Nesse experimento foi demonstrado que a expressão do gene e a 

secreção de CXCL-8 foram reduzidas na presença de IL-4 (Méndez-Samperio, 

Miranda & Vázquez, 2006).  

Nossos resultados demonstram que CCL-2 após estímulo micobacteriano, 

apresentou concentração significantemente reduzida nos grupos TB (p=0,01) e 

TB+HELM, quando comparados com o grupo controle. Houve maior produção de 

CCL-2, com diferença significativa em relação ao grupo TB (p=0,02). Como 

mencionado, houve redução de CCL-2 no grupo TB+HELM, no entanto, os níveis de 

CCL-2 nesse grupo foram maiores (embora não significativos) do que no grupo TB. 

Isso pode indicar que a resposta Th-2 induzida por helmintos esteja atuando, ainda 

que em menor intensidade, sobre a resposta Th-1 induzida pelo MTB. Em ambiente 

com participação Th-2, pode haver maior facilidade de atuação de macrófagos M2, 

menos capazes de matar/conter o MTB (MÉNDEZ-SAMPERIO, 2008).  

 

Os resultados da avaliação de CCL-5 são de difícil interpretação. No grupo TB a 

redução observada  não é significativa. Entretanto, trabalhos nos quais CCL-5 foi 

dosada no lavado broncoalveolar ou em sangue periférico de pacientes com TB, 

relatam aumento dessa quimiocina (KURASHIMA et al., 1997; POKKALI & DAS, 

2009). Quanto ao grupo TB+HELM (apenas três pacientes), a quimiocina CCL-5 não 
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foi detectada. Tornando difícil pelo pequeno número de indivíduos, e também, pelo 

resultado da dosagem, especular se a helmintíase tem ou não impacto na produção 

de CCL-5. 

De forma semelhante ao observado para CCL-5, a avaliação de CXCL-9 e de CXCL-

10 tem difícil interpretação, uma vez que não houve diferença entre os grupos, 

sendo que CXCL-9 não foi detectada nos grupos estudados. Não há explicação 

plausível para nossos resultados, já que na literatura relata-se aumento dessas 

quimiocinas em pacientes com TB (SAUTY et al., 1999; WALRATH et al., 2005).  

 

Nossos resultados para CXCL-10/IP-10 mostram níveis aumentados em todos os 

grupos, especialmente, o grupo HELM. Isso impossibilita qualquer especulação a 

cerca da influência dessa quimiocina na associação TB e helmintíases intestinais.  

Em resumo, as observações aqui relatadas, ainda que em número pequeno de 

casos, podem sugerir que no paciente com TB+HELM haja uma redução da 

capacidade de células dendríticas e de macrófagos em apresentarem antígenos que 

promovam uma resposta Th-1. De fato as células dendríticas no grupo TB+HELM 

tem uma tendência ao fenótipo de células imaturas, enquanto macrófagos 

apresentam fenótipo mais próximo de macrófagos M2. Pode-se inferir também, que 

a capacidade microbicida de macrófagos está reduzida, já que há uma tendência ao 

predomínio de macrófagos M2. Quanto à produção de citocinas e quimiocinas, como 

já discutido, é difícil interpretar/comparar uma vez que o grupo TB+HELM é bastante 

reduzido. 
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7. CONCLUSÃO 

 

A análise de células dendríticas e macrófagos circulantes, e a avaliação de citocinas 

(IL-12, IL-10, TNF- , IL-6 e IL-1 ) e quimiocinas (CXCL-8, CXCL-9, CXCL-10, CCL-2 

e CCL-5) após estímulo com antígenos solúveis de MTB em pacientes com 

TB+HELM, nos permite concluir que:  

a) A maioria das células dendríticas apresentava fenótipo de células imaturas. 

Entre as células com fenótipo de células maduras, existiam células mDC DC-

SIGN+ e pDC CD123+CD40+, fenótipos compatíveis com DCs maduras 

indutoras de resposta Th-2.  

b) A maior parte dos macrófagos avaliados estava ativada e expressava DC-

SIGN, fenótipo compatível com macrófagos M2. 

c) A produção de citocinas mostrou-se significativamente maior para IL-10, TNF-

 e IL-6. Para IL-1  houve uma tendência ao aumento e os níveis de IL-12 

permaneceram semelhantes ao grupo controle.  

d) Redução significante da produção de CCL-2, tendência à menor produção de 

CXCL-8 e aumento não significativo de CXCL-10 foram observados. As 

quimiocinas CXCL-9 e CCL-5 não foram detectadas. 

e) Embora o número de casos estudados não permita uma afirmação 

conclusiva, as observações admitem a possibilidade de que a infecção com 

helmintos intestinais em pacientes com tuberculose possa estar interferindo 

na resposta Th-1 aos antígenos de MTB.  
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8. PERSPECTIVAS 

 

Na finalização deste trabalho foi possível visualizar o quão importante é continuá-lo e 

incrementá-lo. Por isso, temos como perspectivas prosseguir com este projeto para: 

 

 Aumentar a amostragem, principalmente, do grupo TB+HELM.   

 Acrescentar o estímulo com antígenos de Ascaris lumbricoides nas culturas 

de sangue total com e sem antígenos de MTB.  

 Utilizar antígenos de MTB de cepa avirulenta (H37Ra) e de cepa virulenta 

(H37Rv), separadamente.  

 Realizar além das culturas de sangue total, culturas de células dendríticas e 

de macrófagos para dosagem de citocinas e quimiocinas (em todos os tipos 

de culturas).  

 Realizar infecção de culturas de sangue total com as cepas H37Ra e H37Rv 

em indivíduos TB, TB+HELM, HELM (PPD+ e PPD-) e controles (PPD+ e 

PPD-). 

 Fazer as marcações celulares antes e depois dos cultivos, realizando 

marcações intracelulares para IL-12 e IL-10, especialmente, para identificar 

quais células estão produzindo.  

 

Acreditamos que estes apontamentos sejam necessários para um melhor 

entendimento do impacto da presença de helmintos intestinais, na resposta imune 

inata, em pacientes com tuberculose pulmonar.   
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ANEXO 2 
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ANEXO 3 

 

Termo de Consentimento Pós-informação 

 

Título do estudo: Avaliação do impacto da helmintíase intestinal, na resposta 

clínica, microbiológica e imunológica em pacientes com TB pulmonar. 

 

Investigadores: 

 

Prof. Dr. Rodrigo Ribeiro Rodrigues 

Professor de Imunologia 

Departamento de Patologia & Núcleo de Doenças Infecciosas - NDI 

Universidade Federal do Espírito Santo 

Telefone: 27-3335-7207 

 

Prof. Dr. Reynaldo Dietze 

Professor de Medicina 

Núcleo de Doenças Infecciosas - NDI 

Universidade Federal do Espírito Santo 

Telefone: 27-3335-7204 

 

Profa. Dra. Lúcia Renata Meirelles 

Professor de Imunologia 

Departamento de Patologia & Núcleo de Doenças Infecciosas - NDI 

Universidade Federal do Espírito Santo 

Telefone: 27-3335-7290 
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Seus Direitos: 

 

Este termo de consentimento irá informá-lo sobre a pesquisa. Estas informações 

também serão discutidas com você.  Esta pesquisa pretende avaliar se a presença 

de helmintos (vermes) intestinais é capaz de afetar a resposta do sistema imune 

contra a TB (TB), doença que você tem.  Após suas perguntas e dúvidas em relação 

ao estudo terem sido respondidas e se você (ou seu representante legal) concordar 

em participar do estudo, você (seu representante legal) será solicitado a assinar este 

termo de consentimento.  Você (seu representante legal) também receberá uma 

cópia deste para guardar. 

 

Sua participação neste estudo é voluntária.  Você poderá deixar o estudo em 

qualquer momento.  A sua decisão em não participar ou de se retirar do estudo 

depois do mesmo já ter iniciado não ocasionará nenhum problema no tratamento 

médico de sua doença ou de seus familiares em nosso hospital, hoje ou no futuro. 

Você deve tirar todas as dúvidas que possam surgir após você ler e ouvir as 

explicações deste termo de consentimento. 

 

 

Descrição do Estudo  

 

Justificativa do estudo 

 

A TB é uma doença séria que afeta os pulmões e também pode afetar outras partes 

do seu corpo.  A TB é uma doença muito comum no Brasil. Pessoas com TB 

pulmonar geralmente tem tosse persistente.  As pessoas contraem a doença 

respirando o ar contendo os micróbios (bacilos) da TB que foram eliminados por 

outra pessoa com TB durante a tosse.   
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Acredita-se que a susceptibilidade à infecção pelo M. tuberculosis, seja resultante da 

presença de uma resposta imune ineficaz contra o bacilo. Apenas 10% das pessoas 

infectadas pelo bacilo irão apresentar alguma forma da doença ao longo da vida, 

enquanto os 90% restantes dos indivíduos desenvolvem uma resposta imune 

suficiente para eliminar o bacilo ou pelo menos conter a infecção.  

 

Outro mecanismo capaz de mediar a supressão da resposta imune observada na 

TB, seria a pré-existência de infecção por helmintos intestinais (vermes). Sabe-se 

que mais de 1 bilhão de pessoas no mundo estão infectadas por pelo menos uma 

espécie de helminto (verme) intestinal e de acordo com autores, em países em 

desenvolvimento, é mais comum estar infectado do que não estar infectado. Estes 

achados sugerem que uma infecção helmíntica crônica tem efeito importante e 

prolongado no sistema imune tornando o indivíduo mais susceptível a outras 

infecções (doenças).   

 

A Proposta do Estudo 

 

Participarão deste estudo, 50 pacientes HIV - negativos, com baciloscopia em 

amostra de escarro positiva, e diagnóstico recente de TB (TB), sendo 25 pacientes 

com TB e 25 pacientes com TB co-infectados por helmintos intestinais 

(TB+Helmintos).  O diagnóstico de TB será confirmado através de cultura positiva 

para micobactérias.   Trinta indivíduos PPD-positivos (PPD > 10mm) clinicamente 

saudáveis serão também convidados para participar.  Este estudo terá duração de 

aproximadamente 2 anos.  Se você aceitar participar do estudo e completar todas as 

visitas, sua participação será de 6 meses. 
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Como foi dito anteriormente este estudo está tentando verificar se a presença de 

vermes intestinais afeta a resposta imune contra o bacilo da TB, tornando a pessoa 

menos resistente à infecção. 

 

 

O diagnóstico 

 

Seu escarro, após ser colhido, irá para o laboratório onde será feito os exames de 

baciloscopia e de cultura de escarro para procurar os bacilos da TB. O resultado 

dessa cultura bem como todos os resultados das amostras coletadas serão 

encaminhadas ao seu médico. Se o diagnóstico da TB for confirmado você será 

acompanhado mensalmente durante 6 meses. Se o resultado da sua cultura de 

escarro for negativo você também será acompanhado por 6 meses para que se 

possa ter certeza que você não tem TB. Serão colhidas também 3 amostras de fezes 

para diagnosticar a presença de vermes intestinais.  Caso você tenha vermes 

intestinais, será oferecido tratamento adequado.  

 

 

As Rotinas do Estudo  

 

Como parte desta pesquisa, você será examinado regularmente através de consulta 

médica e de enfermagem e exames de laboratório para termos certeza que o seu 

tratamento está dando certo e que sua doença está sendo curada.  

Se você (seu representante legal) concordar inicialmente em participar do estudo, 

você deverá: 

 

   1. Informar aos médicos sobre problemas de saúde no passado, ou remédios 
que esteja tomando no momento. 
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   2. Fazer uma consulta geral que irá incluir entre outras coisas exame físico, 
peso, pressão arterial e freqüência cardíaca. 

 

   3. Fazer exame de sangue para HIV, mesmo que você já tenha feito em outro 
lugar. 

 

   4. Fazer Raio-X dos pulmões para avaliar a extensão da sua TB. Se você já fez 
um Raio-X de pulmão há menos de duas semanas não será necessário 
repetir.   

  

    5. Fazer exame do escarro para confirmar se você está mesmo com TB e se o 
bacilo não é resistente ao tratamento. 

 

6. Fazer exame de sangue (mais ou menos 45mL) para avaliar o seu estado de 
saúde e se você tem outras doenças.  

 

7. Fazer exame de fezes para saber se tem ou não vermes intestinais. 

 

Se após esses exames não houver nada que impeça você de entrar no estudo e se 

você (seu representante legal) ainda quiser participar como voluntário da pesquisa 

você deverá: 

 

1. Colher sangue do braço (mais ou menos 10 mL). 

 

Durante os primeiros 6 meses você deverá comparecer ao hospital algumas vezes.  

Nestas visitas você será reexaminado pelos médicos e pelos investigadores do 

estudo para saber se está tudo indo bem com o seu tratamento.  Em algumas destas 

visitas (semanas 2, 4, 16 e 24 após o início do tratamento) os investigadores do 

estudo irão novamente coletar sangue, escarro e fezes para novas análises no 

laboratório. 
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Durante as visitas de revisão você deve sempre informar ao investigador sobre 

qualquer problema de saúde que você tem ou teve ou qualquer medicação que 

esteja tomando.  Se os sintomas da TB voltarem os médicos precisarão reexaminá-

lo (exame físico, sangue, escarro e raio-X de pulmão), para saber se houve cura ou 

não da doença.  

 

Riscos 

 

Possíveis riscos e desconfortos decorrentes da sua participação no estudo são: a 

retirada de sangue que pode causar pequena dor ou hematoma no local da punção.  

 

Benefícios 

 

Você pode não ter benefícios diretos de estar participando deste estudo.  Você fará 

revisões regulares que incluem o resultado do teste de HIV.  Participando deste 

estudo você estará ajudando a descobrir se a presença de vermes intestinais torna a 

pessoa mais susceptível a infecção pelo bacilo da TB. Se esta hipótese se confirmar, 

você estará ajudando a melhorar o tratamento e prevenção da TB no Brasil e no 

resto do mundo. 

 

 

Alternativas de Tratamento 

 

Sua participação neste estudo é voluntária.  Se você decidir não participar ou se 

você decidir deixar este estudo, você receberá o tratamento convencional de 6 

meses. 
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Confidencialidade 

 

Suas informações pessoais, os resultados dos seus exames e o seu número de 

registro de participação no estudo que será usado em lugar do seu nome são 

confidenciais.  Somente você e as pessoas envolvidas no estudo (médicos, 

enfermeiras, a Comissão de Ética em Pesquisa do Centro Biomédico da 

Universidade Federal do Espírito Santo) terão acesso a elas. 

Algumas de suas amostras laboratoriais (sangue e escarro) poderão ser usadas em 

outros estudos de TB. Neste caso sua privacidade também será mantida, conforme 

prevê a lei brasileira. 

 

Custos 

 

Você não terá despesas decorrentes de sua participação no estudo.  Todos os 

medicamentos e os exames realizados serão gratuitos.  

 

Interrupção de sua participação no estudo  

Sua participação no estudo poderá ser interrompida por qualquer uma das razões a 

seguir: a) se os médicos acharem que sua permanência no estudo é prejudicial para 

você; b) se você não comparecer as visitas de seguimento. 

 

Dúvidas ou Problemas 

Caso você tenha alguma dúvida sobre sua participação no estudo você deverá 

entrar em contato com o Prof. Rodrigo Ribeiro Rodrigues ou com a Profa. Lúcia 

Renata Meirelles no Departamento de Patologia ou no Núcleo de Doenças 

Infecciosas ou pelo telefone (27) 3335-7207 / 3335-7210/ 3335-7290.  Se você tiver 

alguma dúvida sobre seus direitos como voluntário desta pesquisa, você pode entrar 
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em contato com o Dr. Fausto Edmundo Lima Pereira, Presidente do Comitê de Ética 

em Pesquisa do Centro Biomédico no telefone (27) 3335-7243. 

 

Retenção das Amostras 

Com a sua permissão, os médicos gostariam de guardar uma amostra de sangue 

colhida após o término de sua participação no estudo.  Este material poderá ser 

usado em estudos futuros.  Se você concordar, essas amostras serão guardadas 

com algumas informações sobre você, como por exemplo número do estudo, iniciais 

do seu nome, idade, sexo e data do diagnóstico de TB. Se no futuro você decidir que 

suas amostras devem ser destruídas isso deve ser solicitado e será feito. 

 

Você pode também autorizar que sua amostra de sangue seja guardada somente se 

a mesma não contiver qualquer identificação.  Mesmo neste casos a amostra de 

sangue poderá ser usada em estudos futuros porém não poderá ser destruída caso 

você mude de idéia por não termos como identificá-la. 

 

Você pode dizer que não quer que suas amostras sejam guardadas, ou você pode 

optar por autorizar guardar suas amostras com ou sem identificação, e mesmo assim 

você poderá participar do estudo. 

 

Consentimento 

Eu recebi uma cópia deste termo de consentimento e sei que uma cópia ficará 

guardada no arquivo do estudo.  Eu entendo posso deixar o estudo a qualquer 

momento que eu quiser. 

Eu também entendo que os pesquisadores estarão me perguntando se eles podem 

guardar amostras de sangue ou outras amostras para pesquisas futuras. Eu entendo 

que eu posso dizer "não", que eu não quero ter minhas amostras armazenadas e 

mesmo continuar no estudo. 
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Eu entendo que se eu assinar ou colocar minha impressão digital no espaço abaixo, 

eu concordo em participar do estudo e seguir os procedimentos do estudo. 

 

_____________________________        _____________________________             

Assinatura       Nome Legível (impresso)               

Data __/__/__ 

 

 

______________________                        ____________________________          

 Assinatura da testemunha                           Nome da testemunha (impresso)               

Data __/__/__ 

 

Eu expliquei a proposta deste estudo para o voluntário (seu representante legal).  
Tenho plena convicção que ele/ela entendeu o objetivo, os procedimentos, os riscos 
e os benefícios da participação no estudo. 

 

______________________                   ___________________________ 

Assinatura do Investigador                   Nome do Investigador (impresso)                 

Data __/__/__ 
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ANEXO 4 
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Tabela 1 – Classificação dos indivíduos participantes do estudo 

Fluorescein isothiocyanate (FITC), Phycoerythrin (PE) e PE-Cy5 (antigo Cy-Chrome™) é um sistema 
conjugado que combina R-phycoerythrin e um corante cianina (de 1.5 kDa; Cy5). 

Quadro 1 – Anticorpos monoclonais utilizados para células dendríticas e 
monócitos/macrófagos 
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ANEXO 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Código Idade Sexo PPD TB Helminto Leucócitos Monócitos Linfócitos Eosinófilos 

CA-06 19 M NR Mtb S. stercoralis 7200 1010 2220 680 

VT-03 24 M Pos Mtb E. vermicularis 5400 680 2820 400 

VT-18 38 M NR Mtb H. nana 7200 400 1400 260 

CA-01 43 M NR Mtb N 7800 470 1830 230 

CA-05 32 M NR Mtb N 9320 470 1120 90 

VT-01 29 M NR Mtb N 10020 990 1530 130 

VT-04 20 M NR Mtb N 9900 750 2560 130 

VT-05 36 F Pos Mtb N 7500 500 2550 1460 

VT-06 36 F NR Mtb N 11000 1010 1300 110 

VT-07 32 M Pos Mtb N 14300 1009 2140 830 

VT-08 22 F NR Mtb N 9800 970 1730 210 

VT-15 43 F Pos Mtb N 4200 250 1090 40 

VT-28 32 F Pos Mtb N 6100 490 2180 290 

VT-29 57 M NR Mtb N 8100 710 1550 80 

VT-23 14 M Pos N S. mansoni 10200 730 2320 670 

VT-12 37 M Pos N S. sterc./Schist. 6100 500 1760 340 

VT-02 31 M Pos N S. stercoralis 7700 500 2900 1000 

VT-13 38 M Pos N S. stercoralis 6900 620 2100 1040 

VT-21 16 F Pos N E. vermicularis 7100 480 2830 280 

CA-02 61 F Pos N N 5500 530 3340 100 

CA-03 55 M Pos N N 10400 950 3500 120 

CA-04 53 M Pos N N 9400 390 2660 140 

CA-07 35 M Pos N N 6600 340 2080 450 

VT-09 52 M Pos N N 8600 450 1900 1940 

VT-10 54 M Pos N N 6300 600 2040 450 

VT-11 18 F Pos N N 8400 600 2080 80 

VT-16 50 F Pos N N 4800 430 2020 210 

VT-17 26 F Pos N N 8800 590 2580 440 

VT-20 36 F Pos N N 12200 620 2870 260 

VT-27 50 M Pos N N 5900 1000 2370 280 

VT-24 20 M Pos N N 5300 450 2140 100 

VT-25 47 M Pos N N 10780 400 1600 160 

Dados contidos nas fichas e nos resultados de PPD, cultura para MTB e exames parasitológicos. Os códigos 
VT e CA representam os municípios Vitória e Cariacica, onde os participantes foram arrolados. Estes indivíduos 
foram ainda classificados de acordo com a idade, gênero/sexo, PPD (positivo (Pos) ou não realizado (NR)), 
Tuberculose (presença de Mtb ou não (N)), e helmintíase intestinal (ausência/negativo (N), ou presença, 
definida pelo tipo de parasito. Os indivíduos foram divididos em grupos, quais sejam: grupo TB+HELM 
(vermelho0, grupo TB (azul), grupo HELM (verde) e grupo controle (preto). Os valores de monócitos e linfócitos 
(células/mm

3
) foram obtidos através de hemograma, realizado no laboratório Tommasi. 

Tabela 4 – Classificação dos indivíduos participantes do estudo 
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Tabela 8 – Dosagem de citocinas pelo kit CBA inflammation. 

Dados brutos da dosagem de citocinas, em pg/mL, pelo kit CBA inflammation. Dosagem na 
presença ou ausência (Ø) de estímulo antigênico.  Indivíduos em vermelho grupo TB+HELM, em 
azul grupo TB, em verde grupo HELM, e em preto, o grupo controle PPD+. 
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Dados brutos da dosagem de quimiocinas, em pg/mL, pelo kit CBA chemokine. Dosagem da razão 
entre a presença e a ausência (Ø) de estímulo antigênico.  Indivíduos em vermelho grupo 
TB+HELM, em azul grupo TB, em verde grupo HELM e, em preto, grupo controle PPD+. 

 

Tabela 9 – Dosagem de quimiocinas pelo kit CBA chemokine. 

 


