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Introducéo

A tuberculose (TB) permanece como uma das doemfasciosas mais importantes em termos de
morbidade e mortalidade em todo o mundo. Na maidos individuos, a infeccdo com Mycobacterium
tuberculosis (MTB), seu principal agente etioldgico, provocaaumesposta imune especifica que resolve a
infeccdo. Em alguns pacientes, entretanto, a edigdio das bactérias ndo ocorre. Tal persisténcec@arstar
associada a uma imunidade Thl ineficiente. A ifieado de subconjuntos de células T CD4+ reguksior
(Treg) com fungéo imunossupressora, juntamente &alemonstracdo de que elas podem suprimir a raspost
Thl efetora contra patdgenos infecciosos, expandigso entendimento dos mecanismos de regulacdo das
respostas de células T durante processos infescié&sias células diferem das células CD4+ efetpoas
expressar o fator de transcricdo fundamental padesenvolvimento e funcdo supressora dessas Gélulas
conhecido como FoxP3. Relatos recentes indicancgugas T CD4+CD25+ também podem contribuir para a
modulacao negativa das respostas imunes anti-TBjadl® que o controle da infeccéo é dado por utmbala
entre respostas imunes efetoras e supressoras. etanismo que parece importante nessa imunosséapré
a ocorréncia de células emigrantes timicas recéREK7"), cuja imaturidade impede que haja uma resposta
celular efetiva. O presente estudo tem como olgetfieterminar a frequéncia das células Treg em pace
portadores de tuberculose pulmonar. A titulo d&smmo, antecipara alguns pontos interessanteseae

objetos de estudo em trabalhos posteriores.

Metodologia

As amostras de sangue periférico (5 ml) foram adkt dos pacientes portadores de tuberculose
pulmonar internados no servico de Pneumologia deplt Getdlio Vargas, Teresina — Piaui, apds atsia de
um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido eajmente elaborado para este estudo. Além do raateri
bioldgico, os pacientes contribuiram com informacteferentes as suas condigfes gerais. As amdsieas
levadas ao Laboratério de Imunogenética e Biolddpdecular (LIB) — Universidade Federal do Piaui RJF
onde foram processadas segundo as especificac@snaité de Etica em Pesquisa da UFPI.

O sangue periférico foi submetido a separacéo bligasécom Ficoll-paque. As células mononucleadas
foram isoladas e passaram pelo processo de separagnética negativa de linfécitos T. Para issoarfo
usados anticorpos marcados com biotina, direcisad®odas as células brancas, exceto linfocito&n.
seguida, anticorpos anti-biotina magnetizados foadimionados a mistura. Assim, somente os linf§ctméao
ficaram retidos na coluna magnética. Eles foranetadbs e a imunofenotipagem realizada, recorread®-s
anticorpos direcionados aos marcadores tipicoscdagas Treg (CD25/Foxp3/CD4) e conjugados com 0s
seguintes fluorocromos: anti-CD25 com FITC; antixp3 com PE e anti-CD4 com PerCP. Como supracitado,
pontos extras serdo ressaltados, como a buscalidascémigrantes timicas recentes. Para tal, faraatlos
anticorpos anti-PTK7 conjugados com PE. A suspenbiida foi avaliada quanto a expressao dos mareado
em citbmetro de fluxo (BD, FACSCanto lIl), atravéssbftware BD FACSDiva®.



Para comparacéo entre a porcentagem de célulag@EefiCD25" Foxp3) em pacientes portadores de
tuberculose pulmonar no inicio do tratamento eroted saudaveis, que é objetivo central do nossm@sfoi
usado o Teste-t ndo pareado através do softwaphBaa Prism 5. Para as comparacdes, por hora,dse@s)
foi usado o teste One-Way ANOVA, do mesmo softwae.diferencas foram consideradas significativas

quando o valor de p foi menor que 0,05.

Resultados e Discussao
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FIGURA 01. Andlise da expressdo de FoxP3 nas &l0B4CD25"™ em paciente portador de tuberculose
pulmonar (nesse caso, 0 sangue passou pelo prabesgsoificacdo). Laboratério de Imunogenética eldjia
Molecular (LIB), Teresina, 2011.
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FIGURA 02. Anélise da expressdo de FoxP3 nas cl0B4CD25"™ em controle saudavel. Laboratério de
Imunogenética e Biologia Molecular (LIB), Teresig@11.
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FIGURA 03. Comparagéo entre a porcentagem de eélidag encontradas no sangue periférico de pasiente
portadores de tuberculose pulmonar no inicio d@mrmanto (n=18) e controles saudaveis (n=10) (p£GP0
Laboratério de Imunogenética e Biologia MoleculdB{), Teresina, 2011.

E possivel perceber um aumento da populacéo desdlteg nos pacientes com tuberculose pulmonar,

quando comparado com os individuos sabidamenteagaisd Nos casos de tuberculose essa populacdo
corresponde em média a 0.8928% + 0.1067% (Nd&8populacdo de linfécitos; nos pacientes saudé@ssia
porcentagem passa a ser de 0.3030% * 0.04583% JNp£0,0005) (FIGURAS 01, 02 e 03). Portanto, os



resultados sugerem um maiout put timico de células com fenétipo regulador no comteda tuberculose
pulmonar. Nao obstante 0s nossos achados, seréssaeios estudos funcionais adicionais para awalsuse 0
aumento dessa populacdo celular € uma estratégeegata pelo patdégeno para evasao da resposta imune
inflamatéria.

Quando analisados os questionarios aplicados patsea do perfil dos pacientes com tuberculose, foi
possivel perceber que é guardada uma relagdo ossis clinicos com fatores de risco, idade e ptagem
de células Treg encontradas no sangue periféricpadtente. Assim, quanto mais células com o fenotip
CD4'CD25"Foxp3 e/ou mais idoso o paciente e/ou mais fatoressie gstiverem associados, maior tende a
ser a quantidade e/ou intensidade dos sintomasdefe

Num segundo momento, procurar-se-a saber se eSlsdascsdo ou ndo emigrantes timicas recentes.
Para isso, serdo buscadas aquelas células quepossunarcador de superficie PTK7, nelas expresseora é
que porcentagem significativa dessas células seigrante timica recente, fato que explicaria suatumdade e
consequente limitacdo da funcdo efetora das célul@edo o tratamento dos pacientes serd acompanpada,
com isso, observar que no decorrer do tratamentonfe diminuicdo da quantidade dessas células. Airseg

(FIGURAS 04 e 05), serdo apresentados alguns agedltparciais, uma espécie de prévia do que caméinu

sendo feito.
2.09
[ ]
1.5 °®
[ ]

0.54 A
o =
AAAA
0.0 T T T
Pacientes 12 coleta Pacientes 22 coleta Controles

FIGURA 04. Comparagédo entre a porcentagem de &élilag encontradas no sangue periférico de pasiente
portadores de tuberculose pulmonar no inicio darmanto (n=18), pacientes com 3 meses de trataneng)
e controles saudaveis (n=10) (p= 0,0018). Labamtle Imunogenética e Biologia Molecular (LIB), €sina,

2011.
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FIGURA 05. Comparagao entre a porcentagem de eélutzg que sdo PTRKZncontradas no sangue periférico
de pacientes portadores de tuberculose pulmonaniom do tratamento (n=2), pacientes com 3 meses d
tratamento (n=2) e controles saudaveis (n=10),(281). Laboratério de Imunogenética e Biologia dtolar

(LIB), Teresina, 2011.



Outro objetivo do trabalho que continuara, é teefacidar alguns mecanismos de acdo das células
nTreg. Muitos estudos mostram que 0 contato célgllala é necessario. Outros sugerem o papel deira®m
como a IL-10 e o TGPB. Seré investigado, o qudo importante é o papetidacinas nesse mecanismo, através

de sua busca no plasma dos pacientes.

Conclusédo

Os pacientes portadores de tuberculose pulmonauens um aumento na frequéncia de células T
reguladoras naturais, bem como uma elevacao m@latey quantidade de células T com fenotipagem
caracteristica de emigrantes timicos recentesamort esses probandos tém uma configuracdo imunalédg
tipicamente favoravel ao desenvolvimento da doepigajavelmente em funcado de uma resposta imunitiéria

defesa ineficiente.
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