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RESUMO 
Acredita-se que indivíduos PPD+ representam um dos maiores reservatórios de 

transmissão da tuberculose, pois podem sofrer uma reativação da tuberculose latente e 

transmitir silenciosamente o bacilo Mycobacterium tuberculosis (Mtb) para seus 

contactantes. Em relação aos casos de tuberculose ativa existentes, sabe-se que a 

maioria é devido à reativação da infecção latente. Portanto a latência ainda é um 

grande obstáculo para alcançar o controle da tuberculose. A capacidade de controlar a 

infecção pelo Mtb está correlacionada com as funções imunológicas do hospedeiro. 

Os receptores Tipo Toll, principalmente TLR2 e TLR4, podem exercer participação 

direta a respeito dessa função imune, visto que possuem capacidade de iniciarem e 

direcionarem tanto a resposta inata quanto a adaptativa. Dessa forma, o objetivo deste 

estudo foi avaliar o papel de receptores do tipo Toll 2 e 4 na resposta imune de 

indivíduos sadios reativos ou não ao teste tuberculínico (PPD+ e PPD-) frente ao 

desafio in vitro com Mycobacterium tuberculosis. Para isso, foram arrolados 13 

indivíduos PPD+ e 11 indivíduos PPD-, nos quais avaliamos: 1) a frequência de 

células T reguladoras, 2) a atividade microbicida, e o 3) perfil de citocinas e óxido 

nítrico, após a infecção com o Mtb com ou sem o bloqueio dos receptores TLR2 e 

TLR4. Observamos que indivíduos PPD+ apresentaram maior frequência de células T 

reguladoras e carga bacilar que o grupo PPD- e que os receptores TLR2 e TLR4 

possuem papel distinto na ativação da resposta imune. O bloqueio do receptor TLR2 

reduziu a frequência de células T reguladoras e a capacidade microbicida do grupo 

PPD+. Por outro lado o bloqueio do receptor TLR4 aumentou a capacidade 

microbicida dos grupos PPD+ e PPD-, o que pode estar associado à redução na 

produção da citocina IL10. Dessa forma, nossos dados sugerem que a pré-exposição 

ao Mtb e/ou micobactérias ambientais, apesar de levar a uma memória imunológica 

nos indivíduos PPD+, não influencia na capacidade de eliminação do patógeno por 

esse grupo. Diversos mecanismos podem estar associados a essa dificuldade na 

eliminação do Mtb sendo a imunorregulação provocada pelo aumento de células T 

reguladoras um desses mecanismos. Além disso, observamos que os receptores TLR 2 

e TLR4 possuem capacidade de modular a resposta imune contra o Mtb e podem ser 

futuros alvos para tratamentos anti-TB e quimioprofilaxia da TB latente.    

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis, tuberculose latente, Purified 

Protein Derivative, PPD, células T reguladoras, receptores tipo Toll. 



 
 

ABSTRACT 

It is believed that TST+ individuals represent a major reservoir of tuberculosis 

transmission, reason they can reactivate the latent TB bacilli and silently transmit 

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) to other contacts. Related to active tuberculosis 

cases, the majority is caused by latent infection reactivation, thus the latency is still a 

major obstacle to achieving tuberculosis control. Toll-like receptors (TLR) 

particularly TLR2 and TLR4 can participate in the regulation of the immune system 

since they have the ability to drive the innate and adaptive immune response. In this 

study we aimed to evaluate the role of Toll-like receptors 2 and 4 in the immune 

response from tuberculin skin test positive (TST +) and tuberculin skin test negative 

(TST -) healthy individuals upon challenge in vitro with Mycobacterium tuberculosis. 

Twenty-four healthy volunteers were invited to participate in our study, 13 TST + and 

11 TST - where were evaluated: 1) the frequency of regulatory T cells; 2) the 

microbicidal activity and 3) cytokines profile and nitric oxide production after Mtb 

infection with or without TLR2 and TLR4 blocking. TST + individuals showed 

higher frequency of regulatory T cells and bacterial load when compared to TST- 

group. TLR2 receptor blocking reduced the Tregs frequency and microbicidal 

capacity in the TST + individuals, different from observed in both TST + and TST - 

after TLR4 blocking, which showed an increased microbicidal activity and decreased 

IL10 production. Our data suggest that Mtb pre-exposure and / or environmental 

mycobacteria although lead to immunological memory in TST + individuals do not 

affect the ability of pathogen clearance. Moreover, we observed that TLR 2 and TLR4 

receptors are capable of modulating the immune response against Mtb and may be 

targets for future anti-TB treatments and chemoprophylaxis of latent TB.  

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, latent tuberculosis, Purified Protein 

Derivative, TST, Regulatory T cells, Toll-like Receptors. 
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      A tuberculose (TB) tem acompanhado a humanidade ao longo de sua  história, como 

comprovado pelas evidências encontradas em múmias egípcias datadas de 3.000 a 2.400 

A.C. (ZINK A & HAAS C, 2001). Causada pelo Mycobacterium tuberculosis (Mtb), 

micobactéria descrita por Robert Koch em 1882 (KOCH R, 1882, 1932 apud DANIEL 

TM, 2006); KAUFMANN SHE & WINAU F, 2005), a doença permanece como um 

grave problema de saúde pública, sendo atualmente classificada como a segunda 

principal causa de morte provocada por doenças infecciosas em todo mundo (WHO, 

2012).  

O agente etiológico Mtb, como as demais micobactérias, é classificado como bacilo 

álcool-ácido resistente, pois quando corado com carbol-fucsina não pode ser descorado 

com ácido ou álcool. Este fenômeno ocorre devido aos componentes da parede celular do 

bacilo, os quais contribuem para a resistência da micobactéria a estresses ambientais, 

como o ressecamento e o calor, bem como a medicamentos (TORTORA et al, 2000). 

Alguns constituintes da parede celular são os ácidos micólicos, arabinogalactanas, 

peptídeoglicano, glicopeptídeos, como a lipoarabinomanana (LAM), entre outros. Esses 

componentes do bacilo podem estar envolvidos na virulência das diferentes espécies de 

micobactérias e na capacidade dessas em induzir diferentes respostas imunológicas no 

hospedeiro infectado (ARAUJO, 2008). 

Acredita-se que ao longo dos séculos, o bacilo Mtb possa ter levado a óbito mais 

pessoas do que qualquer outro agente microbiano conhecido (DANIEL TM, 2006). 

Diante disso, foram registrados mundialmente somente no ano de 2011, cerca de nove 

milhões de novos casos de tuberculose e 1,4 milhões de morte pela doença (WHO, 2012). 

No Brasil em 2012, foram notificados 70.047 novos casos, correspondentes a uma 

incidência de 36,1/100.000 habitantes. Esses dados colocam o país, na 17ª posição em 

relação ao número de casos de tuberculose quando comparado com os demais países 

(SINAN –MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013). Apesar da existência de uma tendência para 

a diminuição dos indicadores da doença, a facilidade do contágio e transmissão, a 

presença de coinfecções e a existência de cepas resistentes às drogas antituberculínicas, 

mantém o controle e erradicação dessa infecção como um grande desafio. 

A transmissão e infecção da TB ocorrem através da inalação do bacilo contido em 

gotículas expelidas durante a tosse, espirro ou fala de indivíduos com a doença 

clinicamente ativa (DOHERTY TM & ANDERSEN P, 2005), seguida da fagocitose dos 

bacilos inalados pelos macrófagos alveolares e demais células como neutrófilos, 

monócitos e células dendríticas (KANG DD et al., 2011; WOLF AJ et al., 2007). A 
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fagocitose representa a ativação dos primeiros mecanismos de defesa da imunidade inata 

mediada principalmente pela produção de intermediários reativos de oxigênio e 

nitrogênio, da acidificação do fagossoma e fusão com os lisossoma expondo as bactérias 

para ação de hidrolases, proteases, superóxido dismutase e lisozimas presentes no 

vacúolo fagocítico (RUSSEL DG et al., 2009). 

Estudos revelam que apesar de contínuas exposições ao Mtb, como ocorrem com 

profissionais de saúde e contatos domiciliares, alguns indivíduos não apresentam 

memória imunológica contra o patógeno (MORRISON J et al., 2008; PAI M et al., 

2006). Estes indivíduos provavelmente eliminam a bactéria devido a uma elevada 

expressão da imunidade inata, tornando qualquer reação imunológica adaptativa 

desnecessária (BRIGHENTI S & LERM M, 2012).  Um provável mecanismo por esse 

fenômeno vem da observação de que os contatos domiciliares saudáveis de pacientes 

com TB, produzem quantidades elevadas de óxido nítrico (NO) (IDH J et al., 2008) o que 

poderia, em tese, erradicar a infecção. 

 Portanto, a característica patogênica da cepa inalada, o microambiente inflamatório 

pulmonar e a capacidade microbicida intrínseca dos macrófagos alveolares 

(KAUFMANN SHE, 2001) interferem na capacidade do bacilo para o escape da 

destruição intracelular inicial, permitindo sua sobrevivência e proliferação logarítmica no 

interior das células fagocitárias (CREVEL VR et al., 2002). Essas células posteriormente 

podem sofrer ruptura, levando a disseminação do bacilo e favorecimento da infecção de 

novas células. Dessa forma, com a progressão da infecção, macrófagos e células 

dendríticas infectadas, apresentam antígenos aos linfócitos T e B, promovendo o 

desenvolvimento de uma resposta antígeno-específica, característica da imunidade 

adaptativa (KLEINNIJENHUIS J et al., 2011).  

A interação entre imunidade inata e adaptativa e o adequado estabelecimento da 

resposta adaptativa garante o controle imunológico da infecção, sendo crucial para 

manter a latência da TB, a qual é caracterizada pela ausência de sintomas clínicos e por 

uma resposta antígeno específica contra o Mtb. A TB latente (LTBI) é diagnosticada 

através da positividade ao ensaio de produção de IFN-γ (Interferon-gamma release assay, 

IGRA) ou ao teste tuberculínico, sendo esse, o mais utilizado no Brasil. O teste 

tuberculínico avalia a presença de linfócitos T de memória por meio da reação de 

hipersensibilidade tardia a um conjunto de antígenos purificados do complexo Mtb, 

conhecido como PPD (derivado protéico purificado) (MENZIES, 1999).  
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Sabe-se que linfócitos γδ, TCD4+ e TCD8+ são cruciais para a manutenção da 

latência e na prevenção da progressão da TB latente para doença ativa (SRIDHAR S et 

al., 2011). Nesse quadro, os fatores intrínsecos do patógeno e do hospedeiro, tais como 

carga bacilar, fator de virulência, estado imunológico e características genéticas do 

indivíduo, são determinantes na susceptibilidade ou resistência à tuberculose, visto que, 

após o contágio apenas 10% - 30% dos indivíduos desenvolvem a doença (GARG A et 

al., 2008; DANNENBERG AM, 1993) enquanto os demais desenvolvem a forma latente. 

No entanto, seja por declínio da imunocompetência dos hospedeiros latentes por 

imunossupressão, coinfecção pelo HIV, pelo uso de esteroides ou de terapia anti-TNF, 

desnutrição, tabagismo, alcoolismo, diabetes, insuficiência renal dentre outros; pode 

ocorrer a reativação do bacilo contido em granulomas e o desenvolvimento da doença 

nos hospedeiros com a infecção latente (GIDEON HP & FLYNN JL, 2011).  

Durante a ação da resposta imune contra o Mtb um atraso no estabelecimento da 

imunidade adaptativa é frequentemente observado, a qual emerge aproximadamente 42 

dias pós-infecção (WALLGREN A, 1948; POULSEN A, 1950). Esse atraso está 

relacionado com as diversas formas de evasão do patógeno e diretamente associado a um 

atraso na ativação de células T CD4+ (WOLF AJ et al., 2008). O surgimento da 

pandemia do HIV contribuiu para uma melhor compreensão da importância dos 

linfócitos T CD4+ para a proteção contra a TB, uma vez que a diminuição do número e 

perda da função dessas células, normalmente observada duramente à infecção pelo 

HIV/AIDS, resulta na progressão da infecção primária pelo Mtb, além de aumentar o 

risco de reativação da doença latente (HOPEWELL PC, 1992). Os subtipos das células 

CD4+ auxiliares (Células T helpers, Th) Th1, Th2 e Th17, desempenham papéis 

diferentes durante a resposta imune contra o bacilo.  Os linfócitos T CD4+ com fenótipo 

Th1 expressam um fator de transcrição denominado T-box transcription factor (T-bet) 

(LU Y et al., 2011; SZABO SJ et al., 2000).  Células Th1 são essenciais no 

estabelecimento e manutenção de uma resposta imune eficaz contra o Mtb através da 

produção e secreção de citocinas como Fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), Interferon 

gama (IFN-γ), Interleucina-2 (IL-2) e IL-12. Essas citocinas ativam macrófagos e 

neutrófilos capazes de inibir o crescimento bacilar, induzem a produção de óxido nítrico 

(NO), além de ativar a produção de anticorpos pelas células B, aumentando a 

opsonização do bacilo (MORTAZ E et al., 2012). Já as células Th2, caracterizadas pelo 

fator de transcrição GATA-3 (Trans-acting T-cell-specific transcription factor GATA-3) 



19 
 

e pela produção das citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 (COFFMAN RL & 

ROMAGNANI S, 1999), são associadas à progressão da doença, inibindo mecanismos 

de eliminação do bacilo mediado por autofagia, bem como a ativação de macrófagos e 

proliferação de linfócitos T produtores de IFN-γ. (HARRIS J et al., 2007). A presença de 

IFN-γ inibe a ativação de células Th2. Estudos relatam que defeitos na geração de células 

Th1 produtoras dessa citocina, aumenta a susceptibilidade ao desenvolvimento da 

infecção micobacteriana (SUZUKI Y et al., 1989; SIELING PA & MODLIN RL, 1994). 

A presença de células produtoras de IL-17 (Th17), diferenciadas na presença de IL-

6, TGF-β, IL1-β e IL23 (LOUTEN J et al., 2009), tem sido relacionada com a resistência 

do hospedeiro a infecção por Mtb (KAUFMANN SHE et al., 1996). Quando ativadas, 

células Th17 promovem a secreção de IL-17, IL-21, IL-22 e IL-6, citocinas associadas 

com processos inflamatórios às quais agem induzindo o fluxo de neutrófilos e 

macrófagos para o pulmão (STARK MA et al., 2005; SERGEJEVA S et al., 2005). 

Dentre as células T CD4, encontramos ainda células T reguladoras (Treg), as quais 

exercem um importante papel na regulação da resposta imune e da indução da tolerância 

imunológica. CD4+CD25+Foxp3+ Treg são encontradas no timo e no sangue periférico 

tanto de camundongos quanto de seres humanos (SAKAGUCHI S & SAKAGUCHI N, 

2005). Treg são conhecidas por modular diretamente respostas imunes exacerbadas 

através de mecanismos de supressão, como por exemplo, interação por CTLA-4 e 

modulação negativa de células apresentadoras de antígeno (APC) com diminuição da 

expressão de moléculas coestimuladoras e MHC, além da secreção ou expressão 

membranar de citocinas reguladoras, sendo o TGF-β (Fator de transformação do 

crescimento beta) a mais bem descrita (SHEVACK et al., 2002; MCHUGH et al., 2002). 

No que se refere à TB, uma expansão significativa da população de células 

CD4+CD25high é observada em pacientes com doença pulmonar ativa quando comparados 

a indivíduos saudáveis (RIBEIRO-RODRIGUES et al., 2006; GUYOT-REVOL et al., 

2006). O aumento na frequência de Tregs em pacientes com TB está associado a uma 

diminuição na produção de IFN-γ por células mononucleares do sangue periférico 

(CMSP) quando expostas in vitro ao bacilo. A depleção de Tregs nesse ambiente 

restabelece a produção de IFN-γ, a qual atinge níveis semelhantes àqueles observados 

entre indivíduos saudáveis (RIBEIRO-RODRIGUES et al., 2006). A expansão na 

frequência de células T reguladoras em culturas in vitro através da exposição a antígenos 

micobacterianos também foi demonstrada em indivíduos portadores de infecção latente, 
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mas não entre indivíduos saudáveis. Uma possível explicação para a indução desse 

fenótipo regulador pode ser devido à necessidade de controlar uma intensa resposta 

inflamatória, evitando assim danos teciduais durante a TB latente (HOUGARDY JM et 

al., 2007). No entanto, apesar desse mecanismo mostrar-se benéfico para infecções 

agudas, ele torna-se um problema em infecções crônicas, onde há persistência do 

patógeno (KURSAR M et al., 2007). 

Recentemente, nosso grupo demonstrou um aumento na frequência de células T 

reguladoras in vitro em indivíduos saudáveis reativos ao teste tuberculínico (PPD+), após 

estímulo com diferentes cepas de Mtb sensíveis e resistentes a drogas. Paralelo ao 

aumento na frequência de Tregs foi observado uma redução na atividade microbicida dos 

macrófagos quando comparados com indivíduos PPD-.  Após a depleção das células 

Tregs, a atividade microbicida no grupo PPD+ foi restabelecida ao nível encontrado no 

grupo controle (PPD-) (CAMPANA MCF 2010, manuscrito em preparação; 

STRINGARI LL, 2012 – manuscrito em preparação). Herzmann e colaboradores 

evidenciaram um aumento na frequência de células Treg em amostras de lavado 

broncoalveolar de indivíduos positivos para o ensaio de produção de IFN-γ (IGRA+) 

quando comparados a indivíduos IGRA-.  Estes autores propuseram a avaliação de 

células T reguladoras, como possível marcador para a progressão da doença ativa e para 

acompanhamento do tratamento (HERZMANN C et al., 2012). Percebe-se assim, que 

existem diferentes formas de respostas celulares contra o Mtb, as quais podem favorecer 

tanto a progressão quanto a resolução da doença. Os mecanismos responsáveis por essa 

diversidade variam e estão sujeitos à presença de citocinas no meio durante a estimulação 

antigênica, afinidade ao antígeno e a presença de moléculas/receptores coestimuladores.           

A participação de receptores que reconhecem sinais de perigo e moléculas derivadas 

dos patógenos, denominadas PAMPS, (Pathogen Associated Molecular Pattern), tal 

como receptores da família TLR (Toll-like receptors), são conhecidos por sua capacidade 

de iniciarem e direcionarem a resposta inata, ficando também cada vez mais nítida sua 

participação direta e indireta na promoção da resposta imune específica, especialmente 

através das funções de células T moduladas direta ou indiretamente por esses receptores 

(KAPSENBERG ML, 2003). 

TLRs são glicoproteínas de membrana formadas por um domínio extracelular LRR 

(leucine-rich repeat), responsáveis pelo reconhecimento de ligantes antigênicos e um por 

um domínio trans-membranar, TIR (Toll/IL (interleukin)-1 receptor) homólogo ao 

receptor citoplasmático de IL-1 (IL-1R). Esse receptor interage com adaptadores da via 
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de sinalização, ativa MAPKs (mitogen-activated protein kinases) e fatores de transcrição 

como o NF-κβ (nuclear factor κB) e IRFS (IFN regulatory factors), induzindo a produção 

de citocinas inflamatórias e de IFN tipo I. (DOHERTY TM & ARDITI M, 2004; AKIRA 

S & TAKEDA K, 2004).  Os membros dessa família são expressos de forma diferenciada 

em distintos tipos celulares como células B, naturais killers, células dendríticas, 

macrófagos, fibroblastos, células epiteliais e endoteliais, sendo encontrados tanto na 

superfície da célula (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 e TLR6) quanto no interior de 

endossomas (TLR 3, TLR7, TLR8 e TLR9) (KUMAR et al., 2009). 

A modulação da resposta imune através da sinalização mediada por TLRs é de 

grande importância para o estabelecimento de uma interação eficiente entre a imunidade 

inata e adaptativa, e da defesa do hospedeiro contra a infecção pelo Mtb (SAIGA H et al., 

2011). TLR2, TLR4, TLR9 e possivelmente TLR8, tem sido descrito como importantes 

no reconhecimento do Mtb por células do sistema imune (DAVILA S et al., 2008; 

TAPPING RI & TOBIAS PS, 2003). Estudos demonstram a participação do TLR2 no 

reconhecimento de lipopeptídeos micobacterianos, incluindo lipoarabinomanana, 

fosfatidil inositol, lipoproteínas e lipídeos (MEANS TK et al., 2001; JONES WB et al., 

2001), e revelam seu importante papel na iniciação da imunidade inata e na estimulação 

da produção de TNF-α pelos macrófagos (BAFICA A et al., 2005; UNDERHILL DM et 

al., 1999). Modelos experimentais in vivo evidenciam uma maior suscetibilidade de 

camundongos depletados (knockouts) para TLR2 (TLR2-/-) à infecção pelo Mtb e relatam 

ainda dificuldades na formação do granuloma e no controle da infecção crônica por 

animais TLR2-/-, quando comparados com animais com o fenótipo selvagem para esse 

TLR (DRENNAN MB et al., 2004).  Estudos conduzidos in vitro demonstraram a 

participação de TLR9 na regulação da função de neutrófilos (MORTAZ E et al., 2012) e 

sua cooperação com TLR2 na modulação da resposta de células dendríticas e 

macrófagos, induzindo a produção de IL-12 (BAFICA A et al., 2005; POMPEI L et al., 

2007). Estudos em seres humanos demonstraram que o TLR2 media a activação de 

macrófagos e regula a expressão do receptor de vitamina D e os genes da enzima D-1-

hidroxilase, levando à indução do péptido antimicrobiano catelicidina e a morte 

intracelular do Mtb. Liu e colaboradores, observaram que a ativação de TLR2/1 

desencadeia a produção de IL-37, dependente de vitamina D, e aumenta a morte dos 

bacilos em macrófagos humanos (LIU PT et al., 2006). 

Por outro lado a atribuição do receptor TLR4 no reconhecimento do Mtb em 

camundongos permanece contraditória (KLEINNIJENHUIS J et al., 2011). Sabemos que 
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TLR4 pode ser ativado pela proteína de choque térmico 60/65 (HSP60/65) (BULUT Y et 

al., 2005; OHASHI K et al., 2000), a qual é secretada por uma variedade de espécies de 

micobactérias. Alguns autores demonstraram que a susceptibilidade à infecção em 

camundongos selvagens e TLR4 deficientes é semelhante (REILLING N et al., 2002). 

Enquanto outros defendem a hipótese que sinais desse receptor são cruciais para o 

desenvolvimento de uma resposta protetora durante a infecção crônica pelo Mtb. (ABEL 

B et al., 2002). A ativação de TLR é relevante para regular a produção de citocinas pró-

inflamatórias, como, IL-1β, TNF-α, e IL-6, essenciais no recrutamento de células imunes 

para o sítio de infecção e, por conseguinte o controle da infecção pelo Mtb (YAMADA H 

et al., 2000; FREMOND CM et al., 2004). Desse modo, polimorfismos genéticos e 

mutações no TLR ou em proteínas da via de sinalização, podem afetar o desempenho da 

resposta inata do hospedeiro contra o Mtb, favorecendo o estabelecimento da infecção e a 

progressão da doença (CREVEL VR et al., 2002). Essa hipótese tem sido confirmada 

através de vários estudos que demonstraram a existência de uma associação entre 

polimorfismos nos genes do TLR2 e do TLR4 e a susceptibilidade à infecção pelo MTB 

(CAWS M et al., 2008; ZAKI HY et al., 2012), a qual é comprometida possivelmente 

através da alteração do equilíbrio da resposta Th1/Th2 (KRUTZIK SR et al., 2003; 

LORENZ E. et al., 2000).  

Várias evidências sugerem que micobactérias patogênicas desenvolvem mecanismos 

para manipular as vias de sinalização induzidas pelos TLR (CREVEL VR et al., 2002). 

Essas micobactérias utilizam mecanismos como, interferência na maturação e função de 

células dendríticas (GEIJTENBEEK TB et al., 2003), bloqueio no processamento de 

antígenos pelo MHC-II e redução na apresentação aos linfócitos T CD4 (NOSS EH et al., 

2001) entre outros, para escapar e/ou suprimir a resposta imune protetora. 

O papel de TLR na modulação das funções de células reguladoras em doenças é 

relevante, considerando que interações com TLRs podem tanto aumentar ou limitar a 

capacidade supressora de Tregs (SUTMULLER R et al., 2007). O TLR2, após estímulos 

microbianos, atua na regulação negativa desviando a resposta imune, através da indução 

de células reguladoras, respostas TH2 e interleucina 10 (IL-10) (MANICASSAMY S et 

al., 2009). A conexão entre TLRs e Tregs no processo de controle da resposta imune in 

vivo foi demonstrada através de evidências da participação do receptor TLR2 no controle 

da função de células T reguladoras (SUTMULLER R et al., 2006), onde a redução na 

expressão de FOXP3 foi sugerida como um provável mecanismo para a modulação dessa 

resposta (LIU H et al., 2006). 
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Proteínas de choque térmico e componentes da matriz extracelular contendo ácido 

hialurônico, liberados por células sofrendo necrose ou já necrosadas, podem se ligar a 

TLR2 e/ou TLR4, ativando ou suprimindo a função das Tregs, dependendo da via 

sinalizada (BELKAID Y & TARBELL, 2009). O uso de LPS (lipopolissacarídeo) na 

estimulação de TLR4 é eficaz na promoção do aumento da proliferação, sobrevivência e 

atividade supressora dessas células e demonstra um provável mecanismo para o controle 

de respostas inflamatórias (CARAMALHO I et al., 2003). Dessa forma, o fenômeno de 

controle da resposta de células T via TLRs é visto como uma importante ferramenta na 

modulação da função dessas células nas doenças infecciosas, nas autoimunes e no câncer 

(SUTMULLER et al., 2006). No entanto, sua manipulação, possui um efeito dicotômico, 

tanto para o direcionamento de respostas pró-inflamatórias quanto para o 

desenvolvimento de respostas reguladoras e necessita ser melhor investigado. Assim, a 

participação de TLRs na imunopatologia da infecção pelo Mtb é um ponto muito 

importante, visto que sua sinalização é um dos mecanismos responsáveis pela promoção 

da comunicação de forma eficiente entre a imunidade inata e adaptativa e o 

estabelecimento da interacção patógeno-hospedeiro crítico para o controle da infecção. 

Em virtude disso, faz-se necessário esclarecer o papel dos TLRs na instalação da 

tuberculose em sua forma latente ou naquela que resulta em infecção clinicamente ativa. 

Dados existentes na literatura demonstram que a taxa de incidência de tuberculose 

atribuída à reinfecção após alta por cura (sucesso no tratamento) foi quatro vezes maior 

do que novos episódios de tuberculose, sugerindo que indivíduos que tiveram tuberculose 

apresentam um risco elevado de desenvolverem novamente a doença quando reinfectados 

(VERVER et al., 2005); e que a maioria dos casos de TB existentes, não são devido a 

novas infecções e sim a reativação da infecção latente do Mtb nestes indivíduos 

(GENGENBACHER M & KAUFMANN SHE, 2012). Neste contexto, a pré-exposição 

ao Mtb pode ser um fator determinante na susceptibilidade à doença. O fato de que cerca 

de dois bilhões de pessoas, um terço da população mundial, esteja infectada por Mtb em 

sua forma latente (DYE C et al., 1999), sugere que esses indivíduos são potencialmente o 

maior reservatório de transmissão da doença. Embora a maioria destes indivíduos não vá 

morrer de tuberculose, o grande perigo está na reativação dos casos e na transmissão 

silenciosa da TB para seus contactantes (LING LIN P & FLYNN JL, 2010). Portanto a 

latência é um grande obstáculo para alcançar o controle global da TB. 

Considerando-se que: 1) a capacidade de controlar a infecção pelo M. tuberculosis 

está fortemente correlacionada com as funções imunológicas do hospedeiro; 2) que para 
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estabelecer uma infecção latente o Mtb pode interferir na sinalização da resposta inata 

(via TLR) para neutralizar respostas imunes protetoras; e 3) as diferenças individuais na 

capacidade de estabelecer uma resposta imune adequada poderiam explicar a manutenção 

da forma latente da doença. Torna-se imprescindível a realização de estudos que 

comparem as respostas de indivíduos positivos e negativos para o PPD, na tentativa de 

compreender o espectro da tuberculose latente.  

Neste trabalho, pretendemos estudar os mecanismos envolvidos na interação entre os 

receptores inatos TLRs e as células da imunidade adaptativa, a fim de melhor 

compreender os mecanismos imunológicos relacionadas no direcionamento, 

desenvolvimento e progressão da infecção, possibilitando um melhor desenvolvimento 

futuro, de estratégias terapêuticas, profiláticas e de diagnóstico para o controle dessa 

doença. 
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2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar o papel de receptores do tipo Toll 2 e 4 na resposta imune de indivíduos 

sadios reativos ou não ao teste tuberculínico (PPD+ e PPD-) frente ao desafio in vitro 

com Mycobacterium tuberculosis. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Investigar o papel dos receptores TLR2 e TLR4: 

1. No número de células T reguladoras; 

2. Na atividade microbicida de macrófagos; 

3. Na produção das citocinas IL-10, IL-4, IFN-γ e TGF-β; 

4. Na produção de óxido nítrico. 
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3. Materiais e 
Métodos 
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3.1 Modelo do estudo 

O presente trabalho constituiu um estudo descritivo, transversal, a fim de avaliar o 

papel in vitro de receptores tipo Toll na resposta imune de indivíduos saudáveis reativos 

ou não ao teste tuberculínico e a influência desse receptor na proliferação do Mtb em 

culturas de sangue total. O estudo foi conduzido nos laboratórios de Micobacteriologia e 

de Imunologia Celular e Molecular do Núcleo de Doenças Infecciosas, localizado no 

Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Espírito Santo.  

 

3.2 Amostra do estudo  

Critérios de inclusão:  

- Se enquadrar em qualquer um dos grupos descritos abaixo. 

- Ter idade maior que dezoito anos. 

- Não ser portador do vírus do HIV, hepatite ou qualquer outra doença crônica 

ou imunodeficiência. 

- Aceitar os termos presentes no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, 

aprovado pelo CEP-ES. 

 

Assim, foram arrolados 24 voluntários conforme detalhado abaixo, com idades entre 

18 e 60 anos, identificados pelo resultado do teste tuberculínico (método Mantoux). 

Desta forma, foi aplicado 1 UI (0,02mcg) da tuberculina RT-23 por via intradérmica no 

terço médio da face anterior do braço dos participantes e após 72 horas, o resultado do 

teste foi interpretado, de acordo com a American Thoracic Society e com guideline do 

Centro de Controle e Prevenção de Doenças Infecciosas. A aplicação e interpretação do 

teste foi realizada na clínica do Hospital Universitário Cassiano Antonio de Moraes 

(HUCAM) ou no ambulatório do Núcleo de Doenças Infecciosas por profissionais de 

saùde devidamente treinados. Os grupos foram formados por: 

1) 13 Indivíduos com teste intradérmico com PPD (purified protein derivative) 

positivo (PPD+). Foram identificados como positivos, indivíduos que apresentaram 

valor de leitura igual ou superior a 10mm. 

2) 11 Indivíduos com teste intradérmico com PPD (purified protein derivative) 

negativo (PPD-). Foram identificados como negativos, indivíduos que apresentaram 

valor de leitura menor que 5mm. 

Os voluntários foram arrolados ao longo do estudo e não foram utilizados para 

todos os experimentos. 
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3.3 Coleta e conservação das amostras 

As amostras de sangue foram obtidas utilizando o método de coleta a vácuo em 

tubo de coleta com heparina sódica (Tubo Vacutainer). De cada indivíduo, foram 

coletados 20 mL de sangue, sendo esse processado, armazenado e utilizado seguindo a 

necessidade de cada experimento. 

 

3.4 Seleção e preparo do isolado de Mycobacterium tuberculosis 

Para o modelo experimental de infecção micobacteriana in vitro foi utilizada a 

cepa ATCC 27294 (H37Rv), como referência de virulência. A cepa foi crescida em 

meio de cultura (Ogawa-Kudoh-OK) a 37ºC durante 21 dias, onde a bactéria encontra-

se em fase logarítmica de crescimento. Após a multiplicação, as colônias foram 

retiradas do frasco de cultura com auxílio da alça bacteriológica e inoculadas em tubos 

com tampa de rosca contendo pérolas de vidro e 2 mL de PBS (phosphate buffered 

saline) com 0,05% de Tween 80. Em seguida, o tubo foi agitado por 1 minuto, a fim 

de romper os grumos da micobactéria. Após a agitação o tubo permaneceu em repouso 

por 30 minutos. O sobrenadante obtido após esse período foi retirado utilizando pipeta 

Pasteur e armazenado em outro tubo com tampa de rosca, sendo agitado rapidamente e 

sempre que utilizado, no intuito de manter a suspensão homogênea. Em paralelo, 

foram separados e preparados tubos de rosca sem pérolas de vidro, contendo 5 mL de 

PBS (phosphate buffered saline) com 0,05% de Tween 80. A esses, foram adicionados 

algumas gotas da suspensão bacteriana devidamente homogeneizada. Para verificar a 

concentração bacteriana obtida, a densidade óptica (DO) da suspensão foi medida em 

espectrofotômetro a 265nm, sendo ajustada para o valor desejado (DO=1). Para isso, 

foi adicionado PBS (phosphate buffered saline) com 0,05% de Tween 80, quando a 

DO estava com valor acima do desejado ou acrescentado a suspensão da bactéria 

quando o valor da DO estava abaixo do esperado. O volume de 10 mL do conteúdo 

obtido foi transferido para um tubo plástico de 50 mL e centrifugado a 6000 rpm, sem 

freio, durante 30 minutos para formação do pellet contendo as micobactérias. 

Posteriormente o sobrenadante foi cuidadosamente retirado, o pellet ressuspendido em 

50 mL de PBS (phosphate buffered saline) com 0,05% de Tween 80 e novamente 

centrifugado a 6000 rpm, sem freio, durante 30 minutos (primeira lavagem). Após a 

segunda lavagem, o pellet foi ressuspendido em 1,56 mL de PBS (phosphate buffered 

saline) com 80% de Glicerol e 3,44 mL de 7H9 suplementado com OADC, 

homogeneizado, aliquotado no volume de 0,5 mL em criotubos e armazenados a           
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-70ºC. Antes do uso, a alíquota foi retirada do armazenamento e descongelada em 

estufa a 37ºC por uma hora,    seguindo-se 3 ciclos de sonicação em Lysor por 10 

segundos, com intervalos de 5 minutos cada, para reduzir os agregados da 

micobactéria. 
 

3.5 Quantificação da concentração de infecção - Cepa ATCC 27294 (H37Rv) 

Após o congelamento das alíquotas, as suspensões micobacterianas foram 

descongeladas e utilizadas para padronizar a concentração estoque obtida, como 

ilustrado na figura 1. 

 
Figura 1: Esquema utilizado para a realização da diluição seriada. 

Para isso, após a sonicação, seguiu-se a diluição seriada da suspensão em RPMI 

1640 (SIGMA-Aldrich) Completo (Soro Fetal Bovino Inativado, L-Glutamina, 

HEPES 1M - Gibco Invitrogen). Assim, como ilustrado na figura 1, foi adicionado a 
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tubos de vidro, 0.9 ml de RPMI Completo e transferido 0.1 mL da suspensão 

bacteriana homogeneizada para o primeiro tubo, equivalente a diluição 1:10. O 

processo foi repetido, até a diluição 1:10.000.000.000 e de cada uma delas foi 

plaqueado 3 inóculos de 0.03 mL em placas tri-partidas contendo meio Middlebrook 

7H11 (Becton Dickinson), Middlebrook OADC Enrichment (Becton Dickinson) e 

Glicerol (Vetec – C3H5(OH)3). 

O crescimento bacteriano foi acompanhado por 21 dias em estufa a 37ºC, sendo 

realizada a contagem das colônias no 14º e 21º dia. O número de colônias observadas 

foi utilizado para determinar a concentração bacteriana armazenada e para cada 

experimento de infecção esse procedimento foi repetido mantendo-se o Controle da 

Concentração do Inóculo (CCI). Para infecção das culturas de sangue total, utilizava-

se a diluição da bactéria para o MOI (multiplicity of infection) de 1:1 (uma bactéria 

para 1 macrófago), respeitando-se o valor normal de cerca de 1 x 106 de leucócitos 

por indivíduo, dos quais cerca de 10% são monócitos (105). 

 

3.6 Ensaios da atividade dos receptores tipo Toll  

3.6.1 Preparo do sangue total - Modulação do sinal de TLR2 e TLR4 

A fim de avaliar o papel dos receptores tipo Toll (TLR2 e TLR4) frente à 

infecção com Mtb, as amostras de sangue total obtida dos participantes do estudo 

foram pré-tradadas com propósito de modular a resposta desses receptores durante o 

contato com o patógeno. Assim, o sangue total foi misturado no volume de 1:1 com 

soro AB humano (human serum AB, Sigma-Aldrich), no intuito de reduzir ligações 

inespecíficas do anticorpo antagonista do receptor e permanecia em rotação continua 

a 37ºC, por 30 minutos. Após essa incubação, a mistura foi centrifugada a 1500 rpm 

por 15 minutos e o sobrenadante foi retirado e descartado. O volume do sobrenadante 

retirado foi completado com RPMI 1640 (SIGMA-Aldrich) Completo (Soro Fetal 

Bovino Inativado, L-Glutamina, HEPES 1M - Gibco Invitrogen). Para regulação da 

atividade de cada receptor isoladamente, 1 mL dessa mistura foi disposto em tubo 

plástico de 1,5 mL e adicionados 5 µg/mL de anticorpo antagonista de TLR (anti-

TLR2, clone TL2.1 ou anti-TLR4, clone HTA125, IMGENEX). O antagonista foi 

adicionado ao sangue, permanecia em rotação continua por 1 hora em temperatura 

ambiente e seguia para a infecção com a cepa ATCC 27294 (H37Rv). 
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3.6.2 Infecção do sangue total  in vitro com M. tuberculosis. 
Primeiramente para cultura de sangue total foram identificados tubos plásticos de 

1,5 mL. O tubo A, correspondia ao tubo controle, a ele, foi adicionado, a mistura de 

sangue tradado com soro AB, suspendido em RPMI 1640 (SIGMA-Aldrich) Completo 

(Soro Fetal Bovino Inativado, L-Glutamina, HEPES 1M - Gibco Invitrogen). O tubo B 

representava o controle positivo, este recebia a mistura de sangue tradado com soro 

AB, suspendido em RPMI 1640 (SIGMA-Aldrich) Completo (Soro Fetal Bovino 

Inativado, L-Glutamina, HEPES 1M - Gibco Invitrogen) e a suspensão bacteriana da 

cepa ATCC 27294 (H37Rv), na concentração de 1:1 (uma bactéria para 1 macrófago). 

No tubo C, foi adicionado o sangue após todo o tratamento para modular o sinal de 

TLR2 e a suspensão bacteriana da cepa ATCC 27294 (H37Rv), na concentração de 

1:1 (uma bactéria para 1 macrófago). Ao tubo D, foi adicionado o sangue após todo o 

tratamento para modular o sinal de TLR4 e a suspensão bacteriana da cepa ATCC 

27294 (H37Rv), na concentração de 1:1 (uma bactéria para 1 macrófago). Assim, os 

tubos permaneciam em cultura com rotação contínua a 37ºC e 5% CO2 por 4 e 72 

horas e foram usados separadamente em cada tempo de cultura nos experimentos de 

citometria de fluxo e atividade microbicida. 

 

3.6.3 Imunofenotipagem por citometria de fluxo 
Posteriormente ao tempo de incubação das culturas de sangue total (4 e 72 horas), 

foi avaliada a capacidade proliferativa de linfócitos T reguladores durante a infecção. 

Para caracterizar o fenótipo dessa população celular, utilizamos anticorpos adquiridos 

junto a BD (Becton, Dickinson and Company) de acordo com o protocolo 

disponibilizado pelo fabricante. 

Desta forma, foram pesquisados marcadores extracelulares para os receptores 

CD4 e CD25 e um marcador intracelular para o fator de transcrição nuclear foxp3. A 

expressão conjunta desses marcadores (CD4+CD25+Foxp3+) define a população de 

linfócitos T reguladores no estudo. Para verificação de ligações inespecíficas, 

utilizamos anticorpos murinos, específicos para imunoglobulinas de camundongo. O 

controle da técnica foi realizado através das definições de compensação e otimização 

do aparelho FACScalibur (BD bioscience), a fim de retirar a interferência e 

sobreposição espectral dos fluorocromos utilizados.  
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A tabela 1 demonstra os anticorpos utilizados durante o estudo. 
Tabela 1: Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos utilizados para análise 
de populações, subpopulações celulares e moléculas de superfície. 

Tubos Anticorpos Marcadores Clone 

Controle Isotípico (1 etapa) 

Anti-IgG-1 PE P3 

Anti-IgG-2a FITC- eBM2a 

Anti-IgG-2b PE-Cy5 eBMG2b 

Células T Reguladoras (2 etapas) 

Anti-CD4 PE-Cy5 RPA-T4 

Anti-CD25 FITC BC96 

Anti-FoxP3 PE 236A/E7 

 

Assim, para cada marcação celular, foram retirados dos tubos em cultura 0,2 mL 

de sangue. Para primeira etapa da fenotipagem, foram adicionados ao sangue, 0,02 

mL de cada anticorpo em tubos de polipropileno, específicos para citometria de fluxo. 

Esses permaneciam incubados por 30 minutos a 4ºC e ao abrigo da luz. Após essa 

incubação, os eritrócitos foram lisados com 0.1 mL de solução de lise (BD FACS 

lysing solution), diluída 10 vezes, por 15 minutos em temperatura ambiente. Então, os 

tubos foram centrifugados a 1400 rpm por 7 minutos e o sobrenadante descartado. A 

suspensão de célula obtida depois da lise foi lavada com 1 mL de PBS (phosphate 

buffered saline) gelado e centrifugada a 1400 rpm por 7 minutos. A partir desse 

ponto, os tubos identificados para o controle isotípico foram suspendidos em Macs 

Facs, onde as células permaneciam fixadas e aguardavam a leitura.  

A segunda etapa da fenotipagem é intracelular e exclusiva para o fator de 

transcrição nuclear foxp3. Desta forma, aos tubos identificados para caracterização 

das células T reguladoras adicionava-se, 0,1 ml de solução de fixação (eBioscience IC 

Fixation Buffer). Essas permaneciam incubadas por 30 minutos e foram lavadas com 

0,1 ml de solução de permeabilizacão BD (eBioscience 10x Permeabilization Buffer). 

O sobrenadante obtido foi descartado após uma centrifugação a 1400 rpm por 5 

minutos e as células foram suspendidas em 0.1 ml de solução de permeabilizacão BD 

(ebioscience 10x Permeabilization Buffer) e 0,02 ml do anticorpo anti- foxp3. Esses 

permaneciam incubados por 30 minutos a 4ºC e ao abrigo da luz, foram novamente 

lavados com 1 mL de solução de permeabilizacão BD (eBioscience 10x 

Permeabilization Buffer), centrifugados a 1400 rpm por 5 minutos e o sobrenadante 

descartado. Por fim, as células foram suspendidas em solução de fixação (Macs Facs- 
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paraformaldeído 1%) e aguardavam 2 horas para leitura no aparelho FACScalibur 

(BD bioscience).  

A aquisição e leitura das células foram realizadas através do programa BD 

CELLQUEST Pro e os resultados obtidos foram analisados pelo programa FLOWJO 

versão 7.6.5. A análise das características fenotípicas da população estudada foi 

realizada através dos parâmetros de tamanho (FSC - Foward Scatter), granulosidade 

(SSC – Side Scatter) e intensidade de fluorescência dos anticorpos marcados com 

fluorescein isothiocyanate (FITC), Phicoerithrin (PE) e Phycoerythrin-Cy5 (PE-Cy5). 

Foram adquiridos para essa avaliação 100.000 eventos para análise da população 

caracterizada como CD4+CD25+Foxp3+ e 25.000 eventos para o controle isotípico da 

marcação celular. 

A figura 2 ilustra o processo de análise das amostras estudadas, de acordo com os 

parâmetros acima citados. Primeiramente foi determinada a população de linfócitos T 

baseada em aspectos morfométricos através de gráficos de distribuição pontual de 

tamanho versus granulosidade com a seleção da região de interesse (Figura A). A 

partir da seleção dessa população, foram separados os linfócitos CD4+, identificados 

pelo tamanho celular e expressão desse marcador em FL3 (Figura B).  Em seguida, 

foram identificados os eventos de células T reguladoras, com base na expressão dos 

marcadores CD25 e foxp3, cujas fluorescências foram captadas em FL1 e FL2 (Figura 

C). A figura D representa a avaliação da presença de ligações inespecíficas detectadas 

por FL1 versus FL2.  
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Figura 2: Representação do processo de analise das amostras estudadas por citometria de 
fluxo através do programa FLOWJO 7.6.5.  A) Seleção da população de linfócitos, através 
dos parâmetros de granulosidade versus tamanho. B) Representação do controle isotípico, 
com baixa presença de ligações inespecíficas. C) Seleção de células CD4++, por meio dos 
parâmetros tamanho versus fluorescência relativa detectada por FL3. D) Quantificação dos 
eventos de células T reguladoras mediante a emissão da fluorescência relativa detectada em 
FL2 versus FL1. 

 

3.6.4 Avaliação da Atividade Microbicida no sangue total. 
Para investigação da atividade microbicida, utilizava-se o volume final de 0.6 mL 

restantes da cultura de sangue total. Após a incubação, os tubos foram centrifugados 

por 5 minutos a 13000 rpm, retirava-se 400 µl do sobrenadante obtido e armazenava-o 

a -70 ºC para posterior dosagem de citocinas e óxido nítrico. Adiciona-se então, 900 

µl de água estéril a cada tubo da cultura para promover a lise das células e fagócitos 

liberando para o meio as bactérias. Os tubos foram agitados por 30 segundos e 

permaneciam em repouso por 10 minutos à temperatura ambiente, seguidos de uma 

nova agitação e centrifugação a 13000 rpm por 10 minutos. Posteriormente, foram 

removidos e descartados 800 µl do sobrenadante de cada tubo. Do volume restante 

foram realizadas diluições seriadas em PBS (phosphate buffered saline) com 0,05% 

de Tween 80. De acordo com a concentração de infecção, realizavam-se quatro 

diluições da amostra, sendo plaqueadas as diluições de 10-2 a 10-4 em placas de Petri 

tripartidas contendo meio Middlebrook 7H11 (Becton Dickinson), Middlebrook 

OADC Enrichment (Becton Dickinson) e Glicerol (Vetec – C3H5(OH)3). Após o 

plaqueamento as placas foram mantidas em estufa à 37ºC e 5% de CO2 e 
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acompanhadas durante 21 dias, sendo realizada a contagem das colônias no 14º e 21º 

dia. 

3.6.5 Dosagem de NO 
A dosagem de NO foi realizada através do método de detecção baseado na reação 

do nitrito com reagente de Griess. Primeiramente, foi preparada uma solução a 50mM 

de NaNO2, para elaboração da curva padrão, e foi adicionando a placa 0.5 mL dessa 

solução diluída 1000X, iniciando a curva em 50 µM com diluição na razão de 2, em 

Meio RPMI. Para reação de Griess foram adicionados a placa de 96 poços, 0.5 ml da 

amostra e 0.5 mL da solução de trabalho (Solução A: 0.1 % de Naftiletilenodiamina 

em água destilada; Solução B: 1% de sulfanilamida em 5% de ácido fosfórico; As 

soluções devem ser misturadas no volume 1:1 na hora do uso e devem ser 

armazenadas a 4ºC em frascos de vidro e protegidos da luz). Para o branco foi 

utilizado, 0.5 ml de RPMI completo e 0.5 mL de solução de Griess. Após 10 minutos 

de incubação a temperatura ambiente, foi realizada a leitura no comprimento de onda 

de 570nm em leitor de placa SpectraMax M3 (Molecular Devices). 

 

3.6.6 Detecção e quantificação de citocinas por Ensaio Imunoenzimático 
(ELISA) 

Para o ensaio imunoenzimático, foi utilizado o teste Human ELISA Ready-SET-

Go!, (EBioscience, Inc. California, San Diego, USA). Desta forma, as amostras de 72 

horas de cultura foram devidamente armazenadas a -70ºC e foram utilizadas para 

quantificação de IL-10, IL-4, IFN-γ e TGF-β. O teste baseia-se na utilização de 

anticorpos monoclonais específicos para cada um dos marcadores acima e foi 

utilizado seguindo as recomendações do fabricante.  

Primeiramente, microplacas de 96 poços de alta afinidade (COSTAR 9018 - 

Corning Life Sciences), foram sensibilizadas utilizando-se 50 µL/poço de uma 

solução de anticorpos monoclonais de captura (250X), diluídos em uma solução 

tamponada (Coating Buffer 1x) e permaneceram por um período de 12 horas 

(overnight) a 4ºC. Após a incubação as placas foram lavadas cinco vezes com 300 

µL/poço de uma solução com PBS 1X e 0,05% de Tween-20, entre cada lavagem foi 

respeitado o tempo de um minuto (“Tempo de molho”). Terminada a lavagem, foi 

iniciado o bloqueio de sítios inespecíficos da placa, adicionando aos poços 200µL de 

solução diluente (Assay Diluent 1X), com a finalidade de preencher os espaços não 
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ocupados pelo anticorpo de captura. A placa foi incubada por 1 hora em temperatura 

ambiente e lavada novamente, seguindo o processo descrito anteriormente. 

Para os testes de IL-10, IL-4 e IFN-γ foram adicionados 50µL de amostra em 

cada poço, sendo que para as dosagens de IL-10 e IFN-γ as amostras foram 

previamente diluídas 10 vezes com solução diluente (Assay Diluent 1X), e os valores 

ajustados após a dosagem utilizando-se o fator de diluição de 10X. Para a detecção e 

quantificação da citocina TGF-β, 100 µL das amostras foram tratados com 20 µL de 

HCl [1N] a fim de que as formas latentes desta citocina fossem ativadas em formas 

imunorreativas. As amostras foram incubadas durante 10 minutos em temperatura 

ambiente e em seguida neutralizadas com 20 µL de NaOH [1N]. Nesta etapa também 

foi preparado à curva padrão a partir de diluições seriadas (1:2) da solução padrão dos 

testes (Top standard solution). A diluição para a curva padrão foi realizada 

respeitando a sensibilidade pré-estabelecida de cada teste (Standard Curve Range) 

sendo de 300 pg/mL a 2 pg/mL para IL-10, 200 pg/mL a 2 pg/mL para IL-4, 500 

pg/mL a 4 pg/mL para IFN-γ e de 8000 pg/mL a 60 pg/mL para o TGF-β. Em todas as 

dosagens foram utilizados poços com o branco do teste (50µL de Assay Diluent 1X) e 

para a dosagem de TGF-β, além do branco, foram aplicados 50µL de meio de cultura 

(RPMI completo) previamente acidificado e neutralizado, já que o soro fetal bovino 

poderia conter níveis altos de TGF-β. 

Após a aplicação das amostras e padrões, as placas foram incubadas por 12h 

(overnight) a 4ºC e lavadas cinco vezes com 300 µL/poço de uma solução com PBS 

1X e 0,05% de Tween-20. Em seguida, foram adicionados 50 µL/poço do anticorpo 

de detecção (250X), diluídos em Assay Diluent 1X, e as placas foram novamente 

incubadas por uma 1h, seguida de novas lavagens.  

Foi então adicionado 50µL/poço de uma solução de avidina-HRP (250X) diluída, 

incubando-se por 30 minutos. As placas foram lavadas setes vezes, com tempo de 

molho de 1 a 2 minutos e adicionou-se 50 µL/poço de uma solução substrato TMB 

1X (Tetrametilbenzidina). Após 15 minutos foi adicionado aos poços 25 µL da 

solução de parada (H3PO4 [1M]) e realizou-se a leitura em leitor de placa 

SpectraMax M3 (Molecular Devices) utilizando a diferença entre os comprimentos de 

onda de 570nm e 450nm. Os valores obtidos com o padrão foram utilizados para a 

construção da equação da reta. Os resultados das amostras foram submetidos na 

equação da reta e de seus resultados foram subtraídos os valores dos controles das 

amostras, retirando assim qualquer interferente relacionado às citocinas basais. 
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3.7 Análise Estatística 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 

versão 5.0, levando em consideração a natureza das variáveis estudadas. Para 

comparação de dados com distribuição paramétrica entre grupos, foi utilizado o teste T 

pareado para amostras pareadas e o teste T não pareado para relações intergrupos.  A 

análise de correlação entre as variáveis estudadas foi realizada utilizado o teste de 

Spearman. As diferenças foram consideradas significativas quando p≤0,05. 

 

3.8 Considerações éticas 

Todos os procedimentos deste estudo foram realizados de acordo com as diretrizes 

e normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres humanos. A aprovação no 

Comitê de Ética em Pesquisa do Centro Biomédico (CEP) foi obtida em 30 de agosto 

de 2012, registro n 04342812.0.0000.5060.  
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4. Resultados 
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4.1. Caracterização dos indivíduos estudados  

Vinte e quatro voluntários clinicamente saudáveis, sendo 13 indivíduos com 

reação positiva e 11 indivíduos com reação negativa ao teste tuberculínico (PPD) 

aceitaram para participar de nosso estudo. Dados demográficos dos participantes são 

apresentados na tabela 2.  

 
Tabela 2: Dados demográficos dos indivíduos clinicamente saudáveis reativos ou não ao 
PPD (purified protein derivative). 

 

      Idade (anos) Valor PPD (mm) 

Grupos  Indivíduos Média +/- Desvio Padrão Média +/- Desvio 
Padrão 

PPD positivo  13   
Masculino  2 26,5 +/- 2,1 1,5 +/- 0,7 

Feminino  11 31,1 +/- 9,1 16,6 +/- 7,4 
PPD negativo  11   
Masculino  2 39,5 +/- 10,6 0 +/- 0 

Feminino  9 27,2 +/- 5,9   0,6 +/- 1,3 

 
 
4.2. Frequência de células T reguladoras (CD4+CD25+Foxp3+) nas culturas de 

sangue total infectadas com M. Tuberculosis (cepa H37Rv). 

Com o objetivo de avaliar a frequência de células T reguladoras in vitro durante 

infecção pelo Mtb, e o papel dos receptores TLR2 e TLR4 na modulação dessa 

população celular, realizamos a análise fenotípica de Tregs, através de citometria de 

fluxo, em amostras de sangue total dos grupos PPD- (n=10) e PPD+ (n=11) em dois 

tempos distintos, 4 e 72 horas após exposição à cepa H37Rv.  

A análise dos grupos isolados revelou um aumento significativo da população de 

Tregs em indivíduos positivos ao teste tuberculínico (PPD+) na presença de Mtb 

(figura 3). Esse aumento mostrou-se significativo durante todo o experimento, tanto 

nos tempos de 4 e 72 horas de incubação pós infecção. Essa rápida expansão das 

células T reguladoras sugere a presença de uma população de memória com o fenótipo 

CD4+CD25+Foxp3+ em indivíduos PPD+, fenômeno não observado entre indivíduos 

do grupo PPD-. O bloqueio seletivo de TLRs através de antagonistas específicos 

demonstrou que a infecção com a cepa H37Rv na presença do antagonista de TLR2 

levou a uma redução significativa de células Tregs após 72 horas de infecção em 

p=0,05 

p=0,0003 

p=0,001 

p=0,06 
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indivíduos PPD+.  Apesar de observarmos também uma redução na frequência de 

Tregs na presença de antagonista de TLR4, esse efeito não foi significativo, sugerindo 

uma maior participação do receptor TLR2 na modulação das Tregs.  Por outro lado, 

entre indivíduos PPD-, apesar de uma pequena redução na frequência de Tregs ter sido 

observada após o bloqueio com antagonistas de TLR2 e TLR4, essa diferença não foi 

significativa. 
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Figura 3: Análise fenotípica por citometria de fluxo da frequência de células T reguladoras 
(CD4+CD25+Foxp3+) em amostras de cultura de sangue total dos grupos PPD- e PPD+ 
incubadas por 4 e 72 horas com a cepa H37Rv, na presença ou não de antagonista para o 
receptor TLR2 ou TLR4. Os resultados estão expressos em média do percentual de células e 
desvio padrão para cada grupo analisado.  Foram considerados significativos os valores de 
p≤0,05.  
 

Após analisarmos os dados intragrupo, seguimos para a comparação dos 

resultados obtidos entre os grupos PPD- e PPD+ (figura 4). Observamos que o 

estímulo com a cepa H37Rv de Mtb levou a um aumento significativo na frequência 

de células Tregs no grupo PPD+ quando comparado ao grupo PPD-. Esse aumento nos 

indivíduos PPD+ foi observado em todos os tempos de infecção (4 e 72 horas), mesmo 

após o bloqueio dos receptores TLR2 e TLR4. Assim, embora a participação dos 

TLRs possa modular a frequência dessas células como observado na Figura 3, o 
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bloqueio do TLR2 apesar de estar associado com uma diminuição na frequência de 

Tregs, não produziu um redução a níveis semelhantes àqueles observados entre os 

indivíduos PPD-. 
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Figura 4: Análise fenotípica por citometria de fluxo da frequência de células T reguladoras 
(CD4+CD25+Foxp3+) em amostras de cultura de sangue total entre os grupos PPD- e PPD+ 
incubadas por 4 e 72 horas com a cepa H37Rv, na presença ou não de antagonista para o 
receptor TLR2 ou TLR4. Os resultados estão expressos em média do percentual de células e 
desvio padrão para cada grupo analisado.  Foram considerados significativos os valores de 
p≤0,05.  

 
Esses dados sugerem que no evento de uma re-exposição/infecção indivíduos com 

exposição prévia ao Mtb (PPD+), como aqui simulado pela exposição in vitro com a 

cepa H37Rv, estão mais propensos a desenvolverem uma resposta imune reguladora, 

caracterizada pelo aumento na população de células T CD4+CD25+Foxp3+, o que 
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poderia comprometer o desenvolvimento de uma resposta imune protetora contra o 

Mtb.   
 

4.3. Capacidade microbicida dos indivíduos PPD+ e PPD- em culturas de 

sangue total. 

Com o objetivo de avaliar a atividade microbicida nos grupos estudados e a 

existência de uma possível modulação da mesma pelos receptores TLR2 e TLR4 nesse 

importante mecanismo de defesa do hospedeiro contra o Mtb, realizamos o ensaio de 

Atividade Microbicida no Sangue Total (Whole Blood Killing Assay - WBKA ). Dessa 

forma, foram realizadas culturas de sangue total utilizando-se separadamente amostras 

de cada um dos indivíduos (PPD+ e PPD-), as quais foram incubadas por 4 e 72 horas 

na presença da cepa H37Rv.  

Indivíduos PPD- durante a infecção in vitro com a cepa virulenta de Mtb, 

apresentaram uma redução significativa no número de colônias na presença do 

antagonista anti-TLR4 (figura 5). Essa redução foi observada em todos os tempos da 

cultura (4 e 72 horas) e ocorreu apenas em relação ao uso do antagonista anti-TLR2, já 

que a infecção realizada somente na presença da cepa H37Rv, não gerou diferenças 

significativas dentro desse grupo. Dessa forma, essa diferença visualizada entre os 

grupos com a neutralização da atividade dos receptores TLR sugere uma atividade 

contrária desses receptores, onde o uso de antagonista para o receptor TLR2, pode 

levar a um aumento no número de colônias, e o uso do antagonista para o receptor 

TLR4 uma redução na concentração bacilar.  

Essa observação pode ser melhor visualizada no grupo PPD+. No tempo de 4 

horas o grupo PPD+ apresentou um aumento significativo no número de colônias na 

presença de anti-TLR2 quando comparado com a infecção controle, a qual continha 

apenas à cepa H37Rv. Esse dado reforça nossa hipótese que o bloqueio desse receptor 

influencia de maneira negativa na atividade microbicida durante a infecção com Mtb. 

Os indivíduos PPD+ se assemelharam aos PPD- na redução do número de colônias 

quando antagonista de TLR4 foi adicionado à cultura antes da infecção com a cepa 

H37Rv. Essa redução foi significativa em relação ao uso de anti-TLR2 nos tempos de 

4 e 72 horas, fortalecendo a observação que na atividade microbicida, o receptor TLR4 

tem efeito oposto ao TLR2, e sua neutralização, pode estar relacionada a uma melhora 

nessa atividade celular. Essa observação fica patente, no tempo de 72 horas, onde 

observamos também uma diferença significativa na redução do número de colônias ao 
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comparar a infecção com a cepa H37Rv e aquela na presença do antagonista           

anti-TLR4. Essa observação sugere que o bloqueio de TLR4 favorece o 

estabelecimento de uma atividade microbicida eficaz contra o Mtb. 

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

8 0 0

1 0 0 0

p = 0 ,0 0 7

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

8 0 0

1 0 0 0

p = 0 ,0 0 4
p = 0 ,0 2 9

R v x T L R 2 x T L R 4

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

8 0 0

1 0 0 0
p = 0 ,0 0 9

R v x T L R 2 x T L R 4

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

8 0 0

1 0 0 0

p = 0 ,0 1 2

p = 0 ,0 2 9

P P D ‐ P P D +

U
n
id
a
d
e
s
 F

o
rm

a
d
o
ra

s
 d

e
 C

o
lô
n
ia
s

4 h

7 2 h

G ru p o s

 
Figura 5: Capacidade microbicida em culturas de sangue total de indivíduos PPD+ e PPD- 
incubadas por 4 e 72 horas com a cepa H37Rv, na presença ou não de antagonista para o 
receptor TLR2 ou TLR4. Os resultados estão expressos em média da concentração bacilar 
(UFC/ml) e desvio padrão para cada grupo analisado. Foram considerados significativos os 
valores de p≤0,05.  

 
A comparação da atividade microbicida entre os grupos PPD- e PPD+ (figura 6), 

confirmou dados anteriores de nosso laboratório (CAMPANA MCF, 2010; 

STRINGARI LL, 2012), revelando um aumento significativo no número de unidades 

formadoras de colônias (UFC) entre os indivíduos PPD+ após 72 horas de infecção. 

Esse dado sugere que mesmo possuindo uma memória imunológica específica contra o 

bacilo, o grupo PPD+ apresenta uma atividade microbicida inferior ao grupo PPD-. 

Esses dados sugerem ainda que essa diferença observada depende do período de 

incubação, sendo que 4 horas de incubação podem não ser suficientes para ativar todos 

os mecanismos envolvidos na atividade microbicida e revelar essa diferença. O uso 

dos antagonistas anti-TLR2 e anti-TLR4 eliminaram a diferença de UFC observada 

inicialmente entre os grupos PPD+ e PPD-. Essa afirmação pode ser constatada nos 
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gráficos da figura 6, os quais demonstram que esses anticorpos bloqueadores de TLR 

influenciaram na atividade microbicida de maneira a anular a diferença entre os grupos 

PPD- e PPD+, aumentando o número de colônias na presença do antagonista anti-

TLR2 e reduzindo a carga bacilar com anti-TLR4, fortalecendo assim nossa hipótese 

anterior. 
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Figura 6: Capacidade microbicida em culturas de sangue total de indivíduos PPD+ e PPD- 
incubadas por 4 e 72 horas com a cepa H37Rv, na presença ou não de antagonista para o 
receptor TLR2 ou TLR4. Os resultados estão expressos em média da concentração bacilar 
(UFC/ml) e desvio padrão para cada grupo analisado. Foram considerados significativos os 
valores de p≤0,05. 
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4.4. Análise de correlação entre valor do PPD, frequência de células T 

reguladoras e capacidade microbicida. 

Os dados referentes à frequência de células T reguladoras e unidades formadoras 

de colônias demonstraram uma diferença significante nos perfis de resposta dos 

grupos estudados. No entanto, observamos uma grande dispersão dos valores dentro 

dos grupos e hipotetizamos que essas diferenças poderiam estar relacionadas com os 

resultados distintos do teste intradêrmico (PPD) nos participantes do estudo. 

Considerando que o uso do teste tuberculínico é uma importante ferramenta para 

estudos da tuberculose latente e que a análise do seu resultado pode servir como base 

para indicações de tratamento dessa apresentação da doença, decidimos avaliar a 

correlação entre às diferenças encontradas na frequência de células T reguladoras e 

unidades formadoras de colônias com o valor do PPD. Na tentativa de melhor 

compreender a relação do valor do PPD com esses determinantes da resposta imune, 

optamos por utilizar apenas os dados obtidos pós 72 horas de infecção e sem o uso de 

antagonistas dos receptores tipo Toll, a fim de representar a resposta imune genuína 

entre os grupos.  

Conforme demonstrado na figura 7, os valores dos pontos de dispersão da 

frequência de células T reguladoras e valor do PPD apresentam uma trajetória 

ascendente e proporcional. Para análise da força de associação entre essas variáveis, 

foi calculado o coeficiente de Spearman, verificando que a presença dessa população 

de células está correlacionada positiva- e significativamente com o resultado do teste 

tuberculínico (R=0,51). O mesmo ocorreu para a análise do número de unidades 

formadoras de colônias (R=0,43) (figura 8). De acordo com os resultados, observa-se 

nesse estudo uma correlação moderada entre as variáveis estudadas, sendo esta 

correlação maior para presença de Tregs com o valor de PPD seguida do UFC. Esse 

dado sugere que a resposta imune dos grupos estudados, representada pela frequência 

de Tregs e atividade microbicida é dependente do valor do PPD. Assim, valores 

elevados do PPD, estão associados a valores elevados de células T reguladoras e carga 

bacilar. 
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Figura 7: Gráfico de dispersão correspondente aos valores da % de células T reguladoras e do 
teste tuberculínico (PPD).  
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Figura 8: Gráfico de dispersão correspondente aos valores das unidades formadoras de 
colônias e do teste tuberculínico (PPD).  
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4.5. Dosagem da produção de óxido nítrico (NO) em culturas de sangue total 

sangue total infectadas com isolados de M. tuberculosis 

Considerando-se que a participação do óxido nítrico é essencial para eliminar o 

Mtb, investigamos se a diferença observada entre os grupos em relação à atividade 

microbicida no tempo de 72 horas poderia estar relacionada com a capacidade de 

produção do NO. Assim, utilizamos o método de Griess para dosar a concentração de 

NO nos sobrenadantes dessas culturas (PPD- e PPD+ n=6). 

Os dois grupos PPD+ e PPD- apresentaram uma redução significativa na dosagem 

de NO após estímulo com a cepa H37Rv (figura 9 A). Essa redução pode refletir 

mecanismos de evasão da bactéria, regulando negativamente esse importante 

mecanismo da resposta imune presente nos primeiros momentos de contato com o 

bacilo. A presença dos antagonistas anti-TLR2 e anti-TLR4 não refletiu alterações na 

concentração de NO nesse tempo de cultura. 

Como observado na figura 9 B, a análise entre grupos PPD+ e PPD- não revelou 

diferenças significativas nos valores dessa dosagem, mas o que podemos perceber é 

uma tendência a menor produção de óxido nítrico no grupo positivo ao teste 

tuberculínico. 
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Figura 9: Nível de Óxido nítrico em sobrenadante de culturas de sangue total de 

indivíduos PPD+ e PPD- infectadas com a cepa H37Rv após 72hs de infecção, na presença ou 
não de antagonista para o receptor TLR2 ou TLR4. O gráfico A representa a análise intra 
grupos e o gráfico B representa a análise entre grupos. Os resultados estão expressos em média 
de concentração de NO (µM) e desvio padrão para cada grupo analisado. 



50 
 

4.6. Perfil de citocinas no sobrenadante das culturas de sangue total infectadas 

com os isolados de M. tuberculosis. 

A produção de citocinas é determinante para o direcionamento e funcionamento 

adequado da resposta imune celular.  Considerando os dados obtidos inicialmente, 

buscamos avaliar se a produção destas citocinas poderia estar relacionada com a 

diferença na frequência de Tregs e atividade microbicida encontrada entre os 

indivíduos PPD+ e PPD-, e se os receptores TLR2 e TLR4 estão envolvidos ou não na 

modulação da expressão dessas moléculas. Para isso utilizamos o sobrenadante das 

culturas de sangue total do ensaio de atividade microbicida, no tempo de 72 horas 

(PPD- e PPD+ n=10) para quantificação, através do teste Human ELISA Ready-SET-

Go! (EBioscience, Inc. California, San Diego, USA), das seguintes citocinas: IFN-γ, 

IL-4, TGF-β e IL-10.  

A primeira citocina analisada foi o IFN-γ, a qual é crucial para o estabelecimento 

de uma resposta do tipo Th1, considerada protetora contra o Mtb. Os indivíduos PPD- 

demonstraram um aumento significativo na expressão dessa citocina após a infecção 

com a cepa H37Rv (Figura 10 A). O aumento dessa citocina foi observado 

independente do tratamento (Rv, anti-TLR2, ou anti-TLR4), quando comparados com 

o controle não infectado. Esse resultado sugere que após a exposição à bactéria, 

células de indivíduos PPD- são estimuladas a aumentar a produção dessa citocina, e 

que o bloqueio tanto do receptor TLR2 quanto do TLR4 não interfere na produção de 

IFN-γ, pelo grupo PPD-.  

O grupo PPD+ também apresentou um visível aumento na produção do IFN-γ 

quando infectado com a cepa H37Rv, no entanto esse aumento não foi significante em 

relação ao controle não infectado. Já a infecção de células pré-tratadas com o 

antagonista anti-TLR2, levou a um aumento significativo na produção de IFN-γ em 

relação ao controle, sugerindo que a neutralização desse receptor durante a infecção 

com a cepa H37Rv em indivíduos PPD+, modula mecanismos que favorecem a 

produção dessa citocina.  

Por outro lado, o uso do antagonista anti-TLR4 reduziu de maneira significativa a 

produção de IFN-γ em indivíduos PPD+ quando comparada aquela na presença do 

antagonista anti-TLR2. Isso sugere que pelo menos no modelo utilizado nesse estudo, 

a neutralização do receptor TLR4, diferentemente do antagonista anti-TLR2, modula 

mecanismos que impedem o aumento da produção de IFN-γ. 
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A comparação entre os grupos PPD- e PPD+ (figura 10 B) mostrou que células 

do sangue periférico nesse último grupo apresentam uma capacidade maior em 

produzir IFN-γ quando infectadas pelo Mtb. Esse aumento é significativamente maior 

mesmo nas amostras do controle não infectado do experimento, sugerindo que 

endogenamente, esse grupo já apresenta uma maior produção dessa proteína. Após a 

infecção, o nível dessa citocina permanece significativamente maior no grupo PPD+. 

Isso é observado onde tanto na presença da cepa H37Rv como também na presença 

do Mtb e do antagonista anti-TLR2. Esse dado sugere que indivíduos PPD+ 

apresentam uma maior concentração de células produtoras de IFN-γ, e a neutralização 

do receptor TLR2 visivelmente corrobora com essa produção.     

No entanto, a infecção in vitro realizada na presença do antagonista anti-TLR4 

reduziu essa produção observada nos indivíduos PPD+. A diminuição da produção do 

IFN-γ na presença de anti-TLR4, anulou a diferença encontrada na produção dessa 

citocina entre os grupos PPD- e PPD+. Dessa forma, sugerimos que, na presença do 

antagonista anti-TLR4, há uma modulação negativa nos mecanismos responsáveis 

pela produção do IFN-γ no grupo PPD+, tornando os grupos idênticos em relação à 

produção dessa citocina. 
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Figura 10: Nível de Interferon gama em sobrenadante de culturas de sangue total de 
indivíduos PPD+ e PPD- infectadas com a cepa H37Rv após 72hs de infecção, na presença ou 
não de antagonista para o receptor TLR2 ou TLR4. O gráfico A representa a análise intra 
grupos e o gráfico B representa a análise entre grupos. Os resultados estão expressos em 
média de concentração da citocina (pg/ml) e desvio padrão para cada grupo analisado. 
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Como a produção de IFN-γ pode ser afetada pela presença de outras citocinas, 

analisamos os níveis de IL-4 nas mesmas amostras. Em nosso modelo de estudo essa 

citocina apresentou baixa expressão e não encontramos diferença estatisticamente 

significativa nos grupos PPD- e PPD+ em nenhum dos parâmetros analisados, mesmo 

após a infecção com a cepa e/ou neutralização do TLR2 e TLR4(figura 11 A). No 

entanto, quando comparamos os dois grupos, apesar da baixa expressão de IL-4, 

notamos um aumento significativo da produção dessa citocina por indivíduos PPD-, 

independente do estímulo/tratamento utilizado, em relação aos PPD+ (figura 11 B). 

Esse aumento é observado desde o controle não infectado, sugerindo que 

endogenamente o grupo PPD- apresenta maior produção de IL-4 em relação ao PPD+ 

e permanece após a infecção, sugerindo que o grupo PPD- durante a infecção com a 

cepa de Mtb, apresenta uma maior produção de IL-4 do que o PPD+. A infecção na 

presença de anti-TLR2 e anti-TLR4 não alterou os níveis de produção dessa citocina, 

permanecendo o grupo PPD- com a expressão de IL-4 significativamente maior em 

relação ao PPD+. 
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Figura 11: Nível de Interleucina 4 em sobrenadante de culturas de sangue total de indivíduos 
PPD+ e PPD- infectadas com a cepa H37Rv após 72hs de infecção, na presença ou não de 
antagonista para o receptor TLR2 ou TLR4. O gráfico A representa a análise intra grupos e o 
gráfico B representa a análise entre grupos. Os resultados estão expressos em média de 
concentração da citocina (pg/ml) e desvio padrão para cada grupo analisado. 
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Outra citocina avaliada foi o TGF-β. O grupo PPD- após infecção com a bactéria, 

apresentou um aumento visível, mas não significativo na produção dessa citocina em 

relação ao controle não infectado (figura 12 A). Diferentemente, quando a infecção 

foi realizada na presença dos antagonistas anti-TLR2 ou anti-TLR4, observamos um 

aumento significativo em relação ao controle não infectado. Esse dado sugere que no 

grupo PPD- a neutralização dos receptores TLR2 e TLR4 durante a infecção com a 

cepa H37Rv, modula mecanismos que aumentam a expressão de TGF-β.  

Observamos também no grupo PPD- uma diferença significativa na produção de 

TGF-β, quando comparamos a infecção somente com a cepa H37Rv e a infecção com 

a cepa juntamente com o antagonista anti-TLR2. A presença de anti-TLR2 durante a 

infecção, levou a um aumento na produção de TGF-β, em relação à infecção apenas 

com a cepa H37Rv. Isso corrobora com a hipótese de que a neutralização desse 

receptor, de alguma maneira, modula positivamente a expressão dessa citocina.  

O grupo PPD+ também apresentou essa característica de aumento da expressão 

de TGF-β. Esse aumento foi refletido durante a infecção na presença de anti-TLR2 e 

anti-TLR4 em relação tanto com infecção apenas com a cepa H37Rv quanto ao 

controle não infectado. Esse dado fortalece nossa hipótese anterior de que a 

neutralização dos receptores TLR2 e TLR4 pode modular positivamente a expressão 

dessa citocina. 

A comparação entre os grupos PPD+ e PPD- não revelou a existência de 

diferenças estatisticamente significantes entre os valores encontrados na dosagem 

(figura 12 B). 
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Figura 12: Nível de Fator de transformação do crescimento beta em sobrenadante de culturas 
de sangue total de indivíduos PPD+ e PPD- infectadas com a cepa H37Rv após 72hs de 
infecção, na presença ou não de antagonista para o receptor TLR2 ou TLR4. O gráfico A 
representa a análise intra grupos e o gráfico B representa a análise entre grupos. Os resultados 
estão expressos em média de concentração da citocina (pg/ml) e desvio padrão para cada 
grupo analisado. 
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A última citocina analisada foi a IL-10. Em indivíduos do grupo PPD- a infecção 

com a cepa H37Rv e também o uso do antagonista anti-TLR2 elevaram 

significativamente a expressão de IL-10 em relação ao controle não infectado (figura 

13 A). Sugerindo que a infecção com a cepa H37Rv e a neutralização do anti-TLR2, 

aumentam a expressão de IL-10 nesse grupo. Por outro lado, a infecção na presença 

do antagonista anti-TLR4 reduziu de maneira significativa os níveis de IL-10 

encontrado, tornando-os comparáveis ao controle não infectado. Esse achado revela 

um papel contrário do receptor TLR4 na modulação da produção de IL-10 quando 

comparado ao TLR2 e sugere que a neutralização do receptor TLR4 modula 

mecanismos que diminuem a expressão dessa citocina. 

No grupo PPD+, observamos que a neutralização do receptor TLR4 permanece 

com a característica de reduzir os níveis de IL-10 em relação à infecção com a cepa 

H37Rv e a neutralização do anti-TLR2. A neutralização do receptor TLR4 leva a 

redução da produção de IL-10 a níveis comparáveis com o controle não infectado, 

como observado no grupo PPD-, corroborando com nossa hipótese anterior. 

A comparação entre os grupos PPD- e PPD+ ressaltou uma capacidade 

aumentada no grupo PPD- em produzir a IL-10, durante a infecção com a bactéria e o 

uso do antagonista anti-TLR2 (figura 13 B). No entanto, a presença do antagonista 

anti-TLR4 durante a infecção, reduziu a produção de IL-10 e anulou a diferença 

encontrada entre os grupos. A neutralização do receptor TLR4 nos grupos PPD+ e 

PPD- levou a produção dessa citocina a níveis semelhantes ao controle não infectado. 

Esses dados, evidenciam um papel contrário dos receptores TLR2 e TLR4 e reforçam 

a capacidade desses em modular a resposta imunológica, onde para a expressão de IL-

10, a neutralização de TLR2 aumenta a produção dessa citocina, e a neutralização de 

TLR4 reduz essa produção. 
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Figura 13: Nível de Interleucina 10 em sobrenadante de culturas de sangue total de indivíduos 
PPD+ e PPD- infectadas com a cepa H37Rv após 72hs de infecção, na presença ou não de 
antagonista para o receptor TLR2 ou TLR4. O gráfico A representa a análise intra grupos e o 
gráfico B representa a análise entre grupos. Os resultados estão expressos em média de 
concentração da citocina (pg/ml) e desvio padrão para cada grupo analisado. 
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A latência é um grande obstáculo para alcançar o controle global da TB, visto 

que: 1) a pré-exposição ao Mtb pode ser um fator determinante na susceptibilidade à 

doença; 2) aproximadamente um terço da população mundial está infectada pelo Mtb 

em sua forma latente (DYE C et al., 1999); e 3) esses indivíduos são potencialmente o 

maior reservatório da doença, e fonte da transmissão silenciosa da TB para seus 

contactantes (LING LIN P & FLYNN JL, 2010).   

No Brasil, a presença do teste tuberculínico (PPD) positivo, associado à exclusão 

da tuberculose ativa, caracteriza a presença de infecção latente (CONDE MB et al., 

2011). Esse termo foi introduzido em 1907 por Clemens von Pirqueti ao analisar 

crianças que não manifestavam sintomas da tuberculose, mas apresentavam reação 

positiva à tuberculina (DANIEL TM, 2006). Recentemente foi sugerido que pacientes 

PPD+ apresentam uma maior susceptibilidade em desenvolver a doença quando 

adultos (KORBEL et al., 2008).  

Assim, o principal fator para classificação dos indivíduos arrolados em nosso 

estudo, além daqueles descritos nos critérios de inclusão, foi o resultado do teste 

tuberculínico (PPD). Os grupos foram divididos de acordo com o resultado da reação 

desse teste, sendo um grupo caracterizado como reativo (PPD+) e o outro não- 

reativo, denominado PPD-. Nesse estudo, não levamos em consideração o perfil 

sócio-epidemiológico dos participantes, dessa forma, como observado na tabela 2, o 

maior número de mulheres presentes no estudo, não influenciam nos dados obtidos, já 

que a constituição dos grupos partiu da semelhança entre as respostas obtidas para o 

PPD. Considerando que características individuais podem ser fatores determinantes 

de susceptibilidade ou resistência à tuberculose e que a resposta imune desempenha 

um papel central no controle da replicação do M. tuberculosis, a identificação de 

fatores imunes que diferenciem esses dois grupos de indivíduos é crucial para definir 

estratégias de prevenção e tratamento mais eficazes. 

A virulência e as características intrínsecas das cepas de Mtb podem influenciar a 

maneira como as mesmas interagem com o hospedeiro, podendo induzir respostas 

imunes diferentes (LÓPEZ B et al., 2003; BARCZAK AK et al., 2005). Neste estudo, 

selecionamos a linhagem virulenta de Mtb, cepa Rv (ATCC H37Rv 27294) adquirida 

junto à instituição American Type Culture Collection (EUA) como cepa padrão em 

todos os experimentos.  A escolha dessa cepa baseou-se no fato da mesma possuir 

suas características qualitativas devidamente descritas, ser referência de virulência e 

manter sua estabilidade genética. Além disso, essa cepa apresenta uma capacidade de 
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evasão do sistema fagocitário de macrófagos alveolares (KEANE J et al., 2001) sendo 

portanto mais resistente ao ataque do sistema imune e capazes de levar a uma 

infecção eficiente, em modelos experimentais in vivo e in vitro. 

 Dados na literatura utilizando modelos in vivo quanto in vitro, demonstram o 

papel importante dos receptores TLR2 e TLR4 no reconhecimento do Mtb e na 

ativação da resposta imune (BERRINGTON WR & HAWN TR, 2007). O receptor 

TLR2 é importante por reconhecer lipoproteínas presentes na parede celular do bacilo 

(YOSHIMURA A et al., 1999), sendo associado ao reconhecimento do Mtb por 

macrófagos (UNDERHILL DM et al., 1999; BRIGHTBILL HD et al., 1999). A presença 

de polimorfismo no TLR2 pode provocar uma redução na resposta de macrófagos, 

levando a uma atenuação da resposta imune contra peptídeos micobacterianos 

(LORENZ E et al., 2000). Por outro lado, o TLR4 reconhece lipopolissacarídeos 

(LPS) e tem sido associado à proteção contra o Mtb por sua capacidade em mediar à 

resposta imune celular específica contra o bacilo (BRANGER J et al., 2004). 

Com o objetivo de neutralizar a atividade desses receptores e avaliar seu papel na 

resposta imune de indivíduos PPD- e PPD+, utilizamos anticorpos monoclonais anti-

TLR2 e anti-TLR4 (anti-TLR2, clone TL2.1 ou anti-TLR4, clone HTA125, 

IMGENEX). A especificidade e função desses anticorpos são amplamente conhecida 

(WANG R et al., 2003; WANG JE et al., 2001). Dessa maneira, baseamos nossa 

escolha quanto à concentração destes anticorpos antagonistas (5µg/mL) utilizando os 

dados dos estudos de neutralização de Miettinen e colaboradores (2008) e 

Lagoumintzis e colaboradores (2007). Considerando que a concentração utilizada 

pode interferir de maneira dependente na atividade desses receptores, e ainda que a 

associação simultânea de vários anticorpos para o mesmo receptor pode aumentar o 

grau de neutralização (UEHORI J et al., 2003), pretendemos em estudos futuros, 

utilizar uma combinação de anticorpos monoclonais antagonistas para cada um dos 

TLRs estudados.  

A resposta imune celular, em particular aquela mediada por linfócitos T, é crucial 

para o controle tanto da infecção aguda quanto da crônica provocada pelo Mtb 

(FLYNN JL & CHAN J, 2001). Nesse contexto, uma população de células T vem 

sendo amplamente investigada, as células T reguladoras, uma vez que essas células 

podem suprimir a atividade da maioria das células imunes, através de moléculas 

secretadas ou expressas em sua superfície (BELKAID Y & TARBELL K, 2009). 

Diversos estudos comprovaram que as células Treg, CD4+CD25high, são ativadas e 
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expandidas naturalmente in vivo durante a exposição a bactérias, protozoários, 

helmintos e vírus (BELKAID Y et al., 2002; HOUGARDY JM et al., 2007). A função 

dessas células de limitar a resposta imune tem por objetivo reduzir o dano tecidual 

causado pela resposta inflamatória; porém, sua expressão excessiva pode 

impedir/dificultar o controle da infecção, favorecendo a disseminação e multiplicação 

do patógeno e por conseguinte agravando a doença. 

Dados aqui apresentados demonstram que indivíduos PPD+ possuem níveis 

aumentados de células T reguladoras (CD4+CD25+Foxp3+) no sangue periférico 

quando comparados a indivíduos do grupo PPD-. Esses resultados corroboram com 

dados já descritos na literatura relatando o aumento dessas células na TB latente 

(WERGELAND I & DYRHOL-RIISE AM, 2011; BABU S et al., 2010) e também 

com dados não publicados de nosso grupo (CAMPANA MCF, 2010; STRINGARI 

LL, 2012). Outros estudos relatam a presença dessas células em indivíduos PPD+ em 

modelos diferentes do utilizado por nosso grupo. O trabalho de Garg e colaboradores 

descreveu a expansão dessa população celular em células mononucleares do sangue 

periférico de indivíduos PPD+, o que não ocorria em indivíduos PPD-. De acordo 

com esses autores essa expansão é dependente de Man-LAM (manose-

lipoarabinomanana) e de PGE2 (prostaglandina E2). Considerando-se que Man-LAM 

é um dos principais constituintes da parede celular do bacilo, seu reconhecimento 

poderia ser uma via para a indução de células Tregs. (GARG A et al., 2008). 

Recentemente, foi descrito o aumento de células T reguladoras no lavado 

broncoalveolar de indivíduos com TB latente, levantando a hipótese que a exposição 

ao Mtb pode desencadear uma resposta imune pulmonar específica, seguida por um 

aumento na frequência de Tregs, na tentativa de prevenir danos teciduais. Esses 

autores sugerem que o monitoramento de células Tregs pode ser utilizado como 

biomarcador para progressão da doença ativa e do tratamento da tuberculose 

(HERZMANN C et al., 2012). 

Apesar de podermos relacionar a expansão de células CD4+CD25+Foxp3+ in vitro 

observada em nosso estudo com a transformação de células CD4+CD25- na periferia, 

denominadas de iTreg (Tregs induzidas) (HOUGARDY et al., 2007), a rápida 

proliferação dessas células observada já nas primeiras 4 horas de infecção com a cepa 

H37Rv pode estar atrelada a uma exposição prévia ao Mtb. Esses dados sugerem que 

células Treg de memória formadas após a resolução da infecção no primeiro contato 

com o bacilo nos indivíduos PPD+, poderiam estar sendo ativadas e rapidamente 
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expandidas durante a segunda infecção, agora in vitro. O estudo de Vukmanovic-

Stejic e colaboradores (2006) revelou uma proximidade clonal entre células de 

memória expandidas e células T reguladoras, indicando que elas são provavelmente 

derivadas a partir de uma rápida divisão de células de memória CD4+ altamente 

diferenciadas. A existência dessas células já foi descrita na síndrome mielodisplásica 

(MAILLOUX AW et al., 2012) e em infecções virais (SANCHEZ AM et al., 2012; 

BRINCKS EL et al., 2013), porém ainda não foi avaliada durante a tuberculose 

latente e podem indicar o início de um microambiente imunossupressor, com grande 

importância para a evolução da doença, mostrando-se um campo importante para 

futuros estudos. 

A presença das Tregs em indivíduos com TB latente pode ser deletéria, 

pois essa população celular pode regular negativamente as células T antígeno-

específicas, reduzir a ativação de macrófagos e, por conseguinte, a eficácia no 

controle da replicação do bacilo durante um segundo contato ou reativação (KURSAR 

M et al., 2007; TAAMS LS et al., 2005). Essa função das Tregs já foi demonstrada 

em pacientes com TB ativa, onde ocorre uma notória expansão dessa população 

celular e consequentemente uma modulação negativa da resposta imune anti-TB por 

estas células reguladoras. A atividade dessas células é observada principalmente 

através da supressão de células Th1, evidenciada pela redução nos níveis de IFN-γ 

produzidos durante exposição ao Mtb (GUYOT-REVOL et al., 2006; RIBEIRO-

RODRIGUES et al., 2006, CHEN et al., 2007). 

A participação do TLR2 na modulação da função e expansão de Tregs vem sendo 

descrita em diversos modelos. Apesar da maioria dos estudos utilizarem agonistas de 

TLR2, ao invés de antagonistas, como em nosso estudo, os dados obtidos são 

complementares. Nossos dados demonstram que a utilização do antagonista anti-

TLR2 leva a uma redução significativa no número de células T reguladoras. Da 

mesma forma, apesar de inversa, a utilização do agonista de TLR2 denominado 

PAM3CSK4, levou a um aumento no número de células CD4+CD25+Foxp3+ em 

ensaios in vivo e in vitro (SUTMULLER RP et al., 2006; LIU H et al., 2006). 

Paralelamente, estudos utilizando camundongos nocautes para TLR2 demonstraram 

que esses animais apresentavam um número significativamente menor de células T 

reguladoras, corroborando com nossos resultados (SUTMULLER RP et al., 2006). A 

modulação de células Tregs via TLR2 pode ser por sua ação direta nessas células, 

uma vez que as mesmas podem expressar diversos tipos de TLR, inclusive o TLR2 
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(CARAMALHO I et al., 2003). Um provável mecanismo para essa ação do TLR2 em 

células Tregs pode ser através da regulação da expressão de FOXP3 pelo TLR2 

(CRELLIN NK et al., 2005).  

Embora o bloqueio de TLR2 possa ter impactado significativamente a frequência 

de Tregs pós exposição in vitro ao Mtb, o uso de antagonistas anti-TLR4 não alterou 

de maneira significativa, a proliferação de Tregs. No entanto, apesar de não 

significativa, podemos observar uma redução visível de Tregs com o uso do anti-

TLR4. A participação desse receptor na modulação de células T reguladoras é 

controversa. Dados da literatura evidenciam que o uso de LPS (lipopolissacarídeo), 

agonista desse receptor, melhora a sobrevivência e proliferação dessas células 

(JARNICKI AG et al., 2008), bem como sua atividade supressora (WILD CA et al., 

2010; CARAMALHO I et al., 2003). No entanto, esse dado não foi confirmado 

quando o agonista foi utilizado em células Tregs purificadas (KOMAI-KOMA M et 

al., 2004). Em outros estudos, o bloqueio do receptor TLR4, elevou a frequência de 

células T reguladoras (ZHANG N et al., 2010), porém, dados do trabalho de Zhai Y e 

colaboradores (2006), sugerem que a indução e função dessas células são   

independentes do sinal de TLR4. 

Um ponto relevante a ser considerado em relação aos receptores TLR2 e TLR4 e 

as células T reguladoras é o fato de que o modelo experimental utilizado pode 

influenciar na resposta obtida. Dessa forma, estudos visando elucidar não só apenas a 

influência dos TLRs na proliferação das Tregs, mas também em suas funções e 

mecanismos supressores, se fazem necessários.  

Considerando-se que o bloqueio dos receptores TLR2 e TLR4 modula a 

frequência de células T reguladoras, impedindo o aumento dessa população celular 

durante a infecção com Mtb; e que dados de outros estudos realizados por nosso 

grupo associaram a presença elevada dessas células em indivíduos PPD+ com uma 

redução na atividade microbicida e consequente aumento na concentração bacilar 

(UFC/mL) (CAMPANA MCF, 2010; STRINGARI LL, 2012).  E ainda, considerando 

o papel importante desses receptores na modulação de Tregs, no reconhecimento do 

patógeno e no direcionamento da resposta imune durante as infecções, decidimos 

avaliar o papel dos receptores TLR2 e 4 na atividade microbicida tanto de PPD- 

quanto de PPD+. 

Durante o ensaio da atividade microbicida in vitro (whole blood killing assay) 

observamos que o grupo PPD+ apresentou uma resposta microbicida 



65 
 

significativamente menor quando comparado ao grupo PPD-. Esses dados corroboram 

achados anteriores do nosso grupo (CAMPANA MCF, 2010; STRINGARI LL, 2012) 

e levantam uma importante questão sobre a importância da memória imunológica. A 

definição de memória imunológica se baseia no fato de que a resposta imune contra 

um determinado antígeno/patógeno é aprimorada e se torna mais vigorosa durante 

exposição/infecção subsequentes a esse mesmo antígeno/patógeno. Desta forma 

espera-se que indivíduos expostos/infectados pelo Mtb, aqui representados pelos 

indivíduos PPD+ deveriam apresentar uma resposta imune celular mais eficaz do que 

a observada no grupo PPD-, o que não é observado pelos dados obtidos em nosso 

trabalho. Dados na literatura demonstram uma maior incidência de reinfecções pelo 

Mtb em pacientes de áreas endêmicas com alta por cura (VERVER S et al., 2005). 

Paralelamente, foi demonstrado que camundongos vacinados/sensibilizados com 

BCG (Bacillus Calmette-Guérin), apresentam uma resposta Th1 deficitária, quando 

infectados com o Mtb (JARON B et al., 2008).  

Estudos recentes sugerem que a exposição à micobactérias ambientais podem 

induzir Tregs específicas contra o Mtb, as quais reagem cruzadamente com antígenos 

presentes na BCG, impedindo que a vacina induza a proteção contra o bacilo 

(SHAFIANI S et al., 2010; HO P et al., 2010). Esses estudos fornecem evidências de 

que micobactérias ambientais podem promover a expansão ou recrutamento de Tregs, 

afetando negativamente a resposta imune. Esses dados suportam nossos resultados , e 

juntos sugerem que o contato prévio com o Mtb pode induzir uma falha na resposta 

imune prejudicando a erradicação do bacilo. 

Um efeito divergente quanto à participação dos receptores TLR2 e TLR4 foi 

observado nos experimentos de atividade microbicida. Nossos dados revelaram que a 

neutralização do receptor TLR2 levou a um aumento na carga bacilar (UFC/mL) e 

que a neutralização do receptor TLR4 provocou um efeito contrário, uma redução no 

número de bacilos. Dados na literatura corroboram esse papel distinto dos receptores 

TLR2 e TLR4 durante infecções. Dados obtidos em estudos utilizando modelo 

experimental de infecção com baixo número de bacilos BCG demonstraram que 

camundongos nocautes para TLR2 (TLR2-/-) não são capazes de controlar 

eficazmente a proliferação bacilar, exibindo uma deficiência na resposta imune inata e 

adaptativa. Nesse mesmo modelo experimental, foi demonstrado que o TLR4 

apresentava um papel contrário ao do TLR2 durante a infecção. Camundongos 

nocautes para esse receptor (TLR4-/-), apesar de apresentarem uma resposta Th1 
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reduzida, foram capazes de controlar a proliferação bacilar in vivo (HELDWEIN KA 

et al., 2003), corroborando com nossos achados. 

Todavia, dados referentes à função destes receptores na resposta contra patógenos 

ainda são controversos. Dados de um estudo utilizando modelo experimental de 

infecção com Leishmania danovani, foram contrários aos nossos achados, sendo 

observado um aumento na proliferação parasitária em animais nocautes para TLR4 

(TLR4-/-) e um menor número de parasitas naqueles nocautes de TLR2              

(TLR2-/-) (MURRAY HW et al., 2013). Estes autores sugerem que o bloqueio de 

TLR2 pode ser explorado como uma possível estratégia terapêutica para aumentar a 

atividade anti-Leishmania pelos macrófagos (MURRAY HW et al., 2013). Desta 

forma, acreditamos que fatores tais como o patógeno utilizado e/ou a concentração do 

inóculo utilizado na infecção podem interferir na modulação da resposta imune via 

TLR. 

Apesar destas controvérsias, dados de vários estudos de infecções 

micobactérianas in vivo utilizando animais nocautes mostram claramente que a 

deficiência do receptor TLR2 modula negativamente a defesa do hospedeiro infectado 

contra micobactérias, corroborando assim com nossos resultados obtidos in vitro. Um 

aumento na progressão da infecção por micobactérias esta associada à incapacidade 

dos hospedeiros TLR2 -/- em controlar a proliferação bacilar (REILING N et al., 

2002; SUGAWARA I et al., 2003; GOMES MS et al., 2004; MCBRIDE A et al., 

2013). Possíveis mecanismos atribuídos ao aumento da suscetibilidade às 

micobactérias em hospedeiros TLR2-/- são a incapacidade na ativação de mastócitos 

dependentes de TLR2 (CARLOS D et al., 2009) e a redução da resposta inflamatória 

provocada pela alteração nos níveis das citocinas IL12p40 (REILING N et al., 2002; 

GOMES MS et al., 2004; DRENNAN MB et al., 2004), TNF-α e IFN-γ (DRENNAN 

MB et al., 2004).   

Dados obtidos durante a infecção pelo Mtb in vivo utilizando-se camundongos 

deficientes para o receptor TLR4 (TLR4-/-) são controversos. Alguns estudos 

demonstraram que a participação do TLR4 é importante para o controle da infecção e 

proteção contra o bacilo (ABEL B et al., 2002; BRANGER J et al., 2004).  Por outro 

lado, outros autores mostraram que animais com deficiência de TLR4 também 

apresentavam resistência contra a infecção pelo Mtb (REILING N et al., 2002; 

KAMATH AB et al., 2003). Sugerindo que a ativação/presença do TLR4 não é 
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crucial para o controle da infecção pelo bacilo. Essa hipótese é suportada por dados de 

Fremond e colaboradores os quais sugerem alguns mecanismos que podem estar 

envolvidos no controle da infecção pelo Mtb em hospedeiros TLR4-/-. Esses autores 

demonstraram que a deficiência de TLR4 não afetou o recrutamento de células 

inflamatórias, nem a ativação de fagócitos e assim como a formação do granuloma. 

Além disso, estes autores sugerem que pode haver um aumento na produção de IL-

12p40 em hospedeiros com TLR4-/-, a qual pode contribuir com IL-12 e/ou IL-23 

promovendo o aumento da resposta inflamatória (FREMOND et al., 2003) e por 

conseguinte o controle da infecção. No entanto, em modelos experimentais utilizando 

outros patógenos, a deficiência no receptor TLR4 foi associada com a redução da IL-

12 (OBONYO M et al., 2007). 

Portanto, baseando-nos em nossos dados e nos dados de outros autores, 

acreditamos que o reconhecimento do Mtb pelo receptor TLR2, contribui para o 

estabelecimento de uma resposta imune adequada, associada com a defesa do 

hospedeiro contra a infecção. Palma C e colaboradores descreveram o aumento da 

atividade microbicida mediada por ligantes de TLRs, principalmente, ligantes de 

TLR2, sugerindo que a modulação da atividade dos receptores Toll são alvos em 

potencial para desenvolvimento de drogas anti-Mtb (PALMA C et al., 2009). Por 

outro lado, nossos dados mostram que neutralização do receptor TLR4 reduziu a 

carga bacilar em ambos os grupos estudados (PPD+ e PPD-), sugerimos assim, que o 

ativação e a sinalização através desse receptor podem ser uma via de escape utilizado 

pelo Mtb para regular negativamente a resposta imune do hospedeiro.  

Para investigarmos essa hipótese, dosamos os níveis de óxido nítrico e das 

citocinas IFN-γ, IL-4, TGF-β e IL-10 em sobrenadante de culturas de sangue total de 

indivíduos PPD- e PPD+.  O bloqueio utilizando antagonistas dos receptores TLR2 e 

TLR4 não influenciou na concentração de NO nos sobrenadantes avaliados.  Porém, 

observamos uma redução significativa na produção de óxido nítrico na presença da 

cepa H37Rv. Essa redução pode estar atrelada aos mecanismos de evasão do bacilo. 

Sabe-se que o Mtb pode ativar os receptores PPAR-γ (Peroxisome proliferator-

activated receptor gamma) que estão associados à ativação de macrófagos do tipo M2 

(MΦ-M2) (RAJARAM et al., 2010). Uma vez ativados, MΦ-M2 passariam a 

estimular a produção de IL-8, IL-10, COX2 e PGE2, que atuariam na inibição da 

produção de óxido nítrico, tornando assim o ambiente favorável à 

sobrevivência/replicação do bacilo dentro da célula (ALMEIDA, A. S. et al., 2009). 
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Também podemos associar essa diminuição ao aumento na presença das células 

Tregs, pois elas contribuem para esta mudança fenotípica, uma vez que estimulam 

produção de IL-10 e TGF-β, que por sua vez amplificam a resposta Th2 e estimulam 

o fenótipo M2 dos MΦ (LIU et al., 2011). 

Apesar de não observarmos diferença significativa na produção de NO entre os 

grupos PPD- e PPD+, encontramos uma tendência à diminuição na produção de NO 

nos grupos PPD+. Esse dado sugere uma possível associação entre a redução da 

produção de NO com a atividade microbicida apresentada pelo grupo PPD+. Estudos 

em modelos murinos revelam que a presença de NO é fundamental para a proteção do 

hospedeiro contra o Mtb (MACMICKING JD et al., 1997). Além disso, a falha em 

expressar a enzima iNOS (Inducible Nitric Oxide Synthase) resulta em maior 

suscetibilidade a TB, aumento na proliferação do bacilo (CHAN J et al., 1995) e 

reativação da TB latente devido ao tratamento com inibidores dessa enzima      

(FLYNN JL et al., 1998).  A ausência de diferenças significativas na dosagem de NO 

entre os grupos estudados podem ter sido causada pelo número reduzido de amostras 

avaliadas (n=6/grupo).  

Por outro lado, os níveis de IFN-γ apresentaram-se mais elevados no grupo PPD+ 

quando comparados ao grupo PPD-.  Dados de outros autores sugerem que o aumento 

dos níveis de IFN-γ em indivíduos com TB latente (PPD+) podem estar relacionados 

ao não desenvolvimento da TB ativa (GUIO H et al., 2010; LIN PL & FLYNN JL; 

2010). Apesar do aumento na produção de IFN-γ ter sido associado à proteção contra 

micobactérias (CASTILLO-RODAL AI et al., 2006), a presença dessa citocina por si 

só não representa um fator de proteção. Dados obtidos em modelos experimentais 

murinos de TB latente, mostrou que a depleção de linfócitos CD4+, mesmo na 

presença de IFN-γ e da enzima iNOS, levava a uma rápida reativação da doença 

(SCANGA CA et al., 2000).  

Apesar do grupo PPD+ ter apresentado níveis elevados de IFN-γ, o grupo PPD- 

também apresentou um aumento na produção dessa citocina. Esse aumento na 

produção de IFN-γ no grupo PPD- coincide com a tendência na elevação da 

concentração de NO e com a maior atividade microbicida observada nesse grupo. 

Assim, a ativação de linfócitos T CD4+ de indivíduos PPD- pelo Mtb pode induzir a 

produção de IFN-γ e consequentemente ativar macrófagos a produzirem óxido nítrico, 

aumentando assim a destruição das micobactérias fagocitadas. 
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O uso do antagonista anti-TLR2 foi associado a um aumento na concentração de 

IFN-γ, o que pode estar correlacionado à redução no número de células T reguladoras. 

Porém, apesar do aumento dessa citocina e da diminuição na frequência de Tregs, o 

bloqueio do receptor TLR2 foi associado a um aumento na carga bacilar no grupo 

PPD+. Por outro lado, apesar do uso do antagonista anti-TLR4 reduzir a concentração 

de IFN-γ, em contrapartida sua utilização também reduziu a carga bacilar. Esses 

dados corroboram com dados da literatura, onde somente a presença de IFN-γ não é 

um fator de proteção para a infecção com Mtb (SCANGA CA et al., 2000). 

A quantificação de IL-4 revelou baixos níveis dessa citocina nos sobrenadantes 

de culturas tanto de indivíduos PPD- quanto de PPD+.  A produção de IL-4 não 

sofreu alteração com o uso dos antagonistas anti-TLR2 e anti-TLR4. Todavia os 

níveis de IL-4 no grupo PPD- foram significativamente maiores do que aqueles 

observados em indivíduos PPD+. Apesar da presença dessa citocina estar atrelada ao 

desenvolvimento de uma resposta Th2, a qual pode ser prejudicial ao 

desenvolvimento de uma resposta protetora ao Mtb (LIENHARDT C et al., 2002), o 

aumento nos níveis de IL-4 no grupo PPD- não influenciou na atividade microbicida 

desse grupo. Em contrapartida, a redução na produção de IL-4 era esperada no grupo 

PPD+, visto que indivíduos que controlam a TB latente apresentam um aumento nos 

níveis de IL-4δ, citocina antagonista natural do IL-4, (DEMISSIE A et al., 2004). 

A comparação dos níveis de TGF-β, não revelou diferença entre os grupos PPD- e 

PPD+, apesar do grupo PPD+ apresentar uma elevação na frequência de células 

Tregs. Dessa forma, sugerimos que os mecanismos imunorreguladores utilizados 

pelas células T reguladoras, nesse modelo, são independentes de TGF-β. Um fato que 

corrobora com essa hipótese é que o uso dos antagonistas anti-TLR2 e anti-TLR4 

apesar de reduzirem o número de Tregs, elevaram os níveis dessa citocina tanto nos 

indivíduos PPD- como no grupo PPD+. No entanto, embora muitas vezes o aumento 

de TGF-β possa ser associado a mecanismos imunossupressores, durante nossos 

experimentos, o aumento dessa citocina, foi associado a redução na carga bacilar 

quando utilizamos o antagonista anti-TLR4. A respeito dessa questão, vale lembrar 

que a presença de TGF-β pode também estar relacionada com a diferenciação de 

células Th17 (ANNUNZIATO F et al., 2007) e que essas células estão envolvidas 

com uma resposta protetora contra o Mtb (KHADER SA et al,. 2007; CURTIS MM 

& WAY SS, 2009). 
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A última citocina analisada foi a IL-10. Na comparação entre grupos, observamos 

um aumento significativo dessa citocina no grupo PPD- em relação ao grupo PPD+. 

Assim, como para o TGF-β, sugerimos que a produção de IL-10 não é um dos 

mecanismos reguladores utilizado pelas Tregs nesse modelo. Um fato que nos 

chamou muito a atenção quanto aos níveis de IL-10, foi durante o uso do antagonista 

anti-TLR4. Observamos que a infecção com a cepa de Mtb na presença do 

antagonista anti-TLR4 reduziu a produção de IL-10 a níveis semelhantes aos 

observados para os controles não infectados. Esse resultado sugere a existência de 

uma importante correlação entre a redução dos níveis de IL-10 e uma maior atividade 

microbicida, como observada com o uso do antagonista anti-TLR4.  Desta forma, 

acreditamos que o Mtb possa utilizar da ativação via TLR4 para suprimir/diminuir a 

resposta imune, favorecendo a instalação da latência da infecção. Dados da literatura 

corroboram nossa hipótese. De acordo com Obonyo M e colaboradores a bactéria 

Helicobacter pylori pode utilizar o receptor TLR4 para suprimir a resposta imune e 

que durante infecções por esse patógeno, ocorre uma dependência parcial desse 

receptor para a produção de IL-10 (OBONYO M et al,. 2007). 

A correlação entre a ativação do receptor TLR4 e a produção de IL-10 foi 

mostrada em diversos estudos (YANAGAWA Y & ONOÉ K, 2007; LIU CY et al., 

2013; BELDERBOS ME et al., 2011). Vários autores relatam que o aumento de IL-10 

prejudica a resposta imune e que a redução nos níveis dessa citocina contribui para a 

eliminação do patógeno durante infecções por Leishmania major (KANE MM & 

MOSSER DM, 2001) e por Candida albicans (VAZQUEZ-TORRES A et al., 1999).  

Resultados similares foram descritos para Mtb, onde em modelos experimentais de 

infecção na ausência de IL-10 (fruto tanto do bloqueio quanto da infecção de animais 

nocautes), foi observado um aumento na produção de citocinas pró-inflamatórias e 

uma menor carga bacilar (REDFORD PS et al., 2010; DENIS M & GHADIRIAN 

E,1993; BEAMER GL et al., 2008). Somados esses dados fortalecem nossa hipótese 

de que a ativação via TLR4 pode estar envolvida com o aumento na produção de IL-

10. Considerando-se que a presença dessa citocina pode ser prejudicial para o 

estabelecimento da resposta imune adequada contra o Mtb, sugerimos que a 

manipulação dessa via TLR4/IL-10 possa ser uma importante ferramenta para novas 

estratégias no tratamento anti-TB. 

A fim de melhor entendermos os mecanismos envolvidos com a atividade dos 

receptores TLR2 e TLR4 durante o controle da infecção e do crescimento bacilar, 
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pretendemos futuramente, investigar a nível molecular os fenômenos observados em 

nosso estudo, ampliando as citocinas a serem analisadas, inserindo fatores de 

transcrição, analisando a função e frequência de outras populações celulares, e 

avaliando a existência de diferenças na capacidade fagocitária durante a atividade 

microbicida.  

Por fim, observamos que tanto a frequência de células T reguladoras quanto à 

atividade microbicida são mecanismos imunológicos capazes de diferenciar os grupos 

estudados, PPD- e PPD+.  Além disso, essas variáveis estão correlacionas 

positivamente com o valor do teste tuberculínico, como demonstrado por Wergeland I 

e colaboradores (2010).  Dessa forma, sugerimos que a frequência de Tregs, a 

atividade microbicida e os receptores TLR2 e TLR4 podem influenciar no 

desenvolvimento da infecção micobacteriana e estão relacionados com a eliminação 

do bacilo, o fenótipo de latência e a tuberculose ativa.  

Estudos futuros estão programados para avaliar o potencial da utilização destas 

variáveis como marcadores alternativos para a progressão/reativação da TB latente, 

bem como para a verificação do sucesso da quimioprofilaxia em indivíduos PPD+. 
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6. Conclusão 
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Nossos dados demonstram que: 

1.  A frequência células T reguladoras CD4+CD25+Foxp3+ foi significativamente 

maior entre indivíduos PPD+ quando comparados a PPD-. Além disso, o 

tratamento com antagonista de TLR2 implica na redução da frequência desta 

população.  

 

2. A capacidade microbicida dos indivíduos PPD+ em culturas de sangue total foi 

significativamente menor quando comparada ao grupo PPD-. Além disso, o 

tratamento com antagonista de TLR2 leva ao aumento da carga bacilar nos 

grupos avaliados, diferentemente do observado no tratamento com o antagonista 

de TLR4, o qual gera uma significativa redução no número de bacilos, tanto no 

grupo PPD- quanto no grupo PPD+. 

 

3. Os antagonistas de TLR2 e TLR4 modulam diferentemente a produção de 

citocinas e consequentemente a resposta imune entre indivíduos PPD- e PPD+. 

Essa atividade distinta dos receptores TLR2 e TLR4 fica ainda mais evidente na 

modulação da produção de IL-10, onde o uso de antagonista para TLR4 reduz de 

maneira significativa a produção dessa citocina, o que pode estar relacionado 

com o aumento na atividade microbicida observada em nosso estudo. 

 
4. O grupo PPD- apresentou uma tendência para maior produção de NO, o que 

pode estar relacionado com a melhor atividade microbicida apresentada por esse 

grupo. O uso dos antagonistas de TLR2 e TLR4 não alterou a produção de NO 

durante a infecção in vitro com Mtb. 

 
Conclusão final: 

A frequência de Tregs, a atividade microbicida e o reconhecimento do Mtb pelos 

receptores TLR2 e TLR4 podem influenciar no desenvolvimento da infecção 

micobacteriana e estão relacionados com a eliminação do bacilo, o fenótipo de latência e 

a tuberculose ativa. Nesse contexto, medicamentos ou produtos imunobiológicos que 

potencializem ou neutralizem a ativação desses receptores poderão ser futuros alvos para 

o tratamento anti-TB e quimioprofilaxia da TB latente.  
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Titulo da pesquisa: AVALIAÇÃO DO PAPEL DE RECEPTORES DO TIPO 
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Pesquisador Responsável: Prof. Dr. Rodrigo Ribeiro Rodrigues 

 

O Sr(a) está sendo convidado a participar da pesquisa “Avaliação do papel de 

receptores do tipo Toll na modulação da função e frequência de células T 

células T reguladoras e seu impacto na resposta imune de indivíduos sadios 

sadios (reativos ou não ao teste tuberculínico) e na tuberculose pulmonar”. O 

pulmonar”. O objetivo do estudo é avaliar o papel de receptores do tipo Toll 2, 4 e 9 

9 na atividade e frequência de células T reguladoras, visando a melhor compreensão 

da resposta imune durante essa infecção e desenvolvimento futuro, de novas 

estratégias terapêuticas, profiláticas e de diagnóstico para o controle dessa doença. A 

tentativa de compreender as diferenças relacionadas a progressão da doença entre 

indivíduos com tuberculose pulmonar e indivíduos saudáveis PPD+ e PPD-, é de 

grande importância para a saúde pública, devido ao grande número de casos, 100.000 

/ano no Brasil, (TEIXEIRA et al., 2007) 9,27 milhões/ano em todo mundo (WHO, 

2009) e facilidade na disseminação da doença. Será colhido aproximadamente 40 ml 

de sangue para realização dos experimentos (isolamento de monócitos, linfócitos e 

infecção in vitro de sangue total e células mononucleares). Todos os procedimentos 

serão realizados “in vitro”, seguindo os padrões de biossegurança. A coleta do 

sangue será realizada em uma das veias do braço, com material descartável, podendo 

causar desconforto e em alguns casos deixar hematoma, que frequentemente melhora 

em alguns dias. Os resultados da pesquisa serão divulgados em congressos e revistas 

científicas com sigilo à identidade dos participantes, além disso, todas as 
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participação no estudo será confidencial.  Somente você e as pessoas envolvidas no 
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5. Fazer exame do escarro para confirmar se você está mesmo com tuberculose. 
6. Fazer exame de sangue para avaliar o seu estado de saúde e se você tem 

outras doenças.  
7. Fazer o teste de reatividade cutânea a tuberculina (PPD), para avaliar 

tuberculose latente ou não. 
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Laboratório de Imunologia Celular e Molecular  

Núcleo de Doenças Infecciosas - NDI / CCS 
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Este termo é composto de duas vias de igual conteúdo, sendo a primeira para 

arquivamento pelo pesquisador e a segunda para o paciente ou seu representante 

legal. 

 

Eu,..............................................dou meu consentimento para participar desta 

pesquisa, após ter lido, recebido esclarecimentos e compreendido. 

 

, ____/____/____ 

(Local e data) 

 

__________________________________________                        

Assinatura do Participante 

(Sujeito da pesquisa ou seu representante)  

 

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(a) pesquisador(a) 

                                                                                             

  

 

Caso você tenha dificuldade em entrar em contato com o pesquisador responsável, 

comunique o fato à Comissão de Ética em Pesquisa do pelo telefone 33357208 

(responsável: Drieli).  
 

 
 
 
 
 
 

 


