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APRESENTACAO

Acolecéo “Conhecimentos e Desenvolvimento de Pesquisas nas Ciéncias da Saude”
€ uma obra com foco na andlise cientifica e foi desenvolvida por autores de diversos ramos
da saude. A obra foi estruturada com 127 capitulos e organizada em cinco volumes.

Cada e-book foi organizado de modo a permitir que a leitura seja conduzida de
forma independente e com destaque no que seja relevante para vocé que € nosso leitor.

Com 26 capitulos, o volume 3 retine autores de diferentes instituicdes que abordam
trabalhos de pesquisas, relatos de experiéncias, ensaios teoricos e revisdes da literatura.
Neste volume vocé encontra atualidades em diversas areas da saude.

Deste modo, a colecdo Conhecimentos e Desenvolvimento de Pesquisas nas
Ciéncias da Saude apresenta trabalhos cientificos baseados nos resultados obtidos por
pesquisadores, profissionais e académicos de diversos cursos da area. Espero que as
experiéncias compartilhadas neste volume contribuam para o seu aprimoramento nas
tematicas discutidas pelos autores.

Edson da Silva
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RESUMO: Este trabalho teve como objetivo
verificar a correlacdo entre os niveis de células T
regulatorias CD4*CD25*FOXP3* e a reatividade
ao Teste Tuberculinico (TT) em idosos e adultos
com tuberculose (TB) em atividade e idosos
sem TB. Os participantes da pesquisa foram
recrutados nos servicos da rede publica de
salde que prestam assisténcia a pacientes
com TB na cidade do Recife (PE), no periodo
de janeiro de 2008 a dezembro de 2009. A
expressao de FOXP3* por PCR em tempo real
foi realizada em 61 pacientes, enquanto que
quantificacdo das células Treg por citometria de
fluxo em 25. Compararam-se os resultados entre
0s grupos utilizando-se médias e percentuais
do numero de células Treg/ul com diferentes
niveis de reatividade do TT pela correlagéo
de Pearson. A diferenca entre as médias nos
diferentes grupos do estudo foi testada por meio
da analise de variancia (ANOVA) e as diferencas
entre proporcdes testadas pelo céalculo de qui-
quadrado. Todas as decisbes foram tomadas
ao nivel de significancia de 5%. Os percentuais
médios de células CD4*CD25*FOXP3* foram
menores na populacdo de idosos com TB (23,16
+ 13,73) quando comparado com as médias
dos grupos de idosos sem doengca (28,70 +
27,11) e adultos doentes (34,16 + 26,02), porém
sem diferenca estatistica. Os idosos doentes
apresentaram menor expressao do gene FOXP3+*
(17,4 = 1,27) em relacdo aos idosos sem TB
doenca (18,0 = 0,99) e adultos com TB (18,5 +
2,15), também sem diferenca estatistica. Ao
analisar a correlacdo entre o resultado do TT em
milimetros e o percentual no sangue periférico de
CD4+CD25* FOXP3* em 25 pacientes observou-
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se que s6 houve correlacao estatisticamente significativa, entre as duas variaveis, no grupo
de adultos com TB doenca (p=0,004). No entanto, verificou-se uma correlagdo positiva entre
aresposta do TT em mm e os niveis de FOXP3*nos grupos de adultos (p=0,025) e idosos com
TB em atividade (p=0,034) e uma correla¢@o negativa entre a resposta do TT e 0s niveis de
FOXP3*no grupo de idosos sem TB. Os resultados encontrados indicam uma diminuicao dos
niveis de células T regulatérias na circulagéo periférica de pacientes idosos com tuberculose
em atividade, sugerindo existir uma imunodepressao nesse grupo que pode ser responsavel
pela menor reatividade ao TT quando comparado aos adultos com tuberculose.

PALAVRAS - CHAVE: Tuberculose; Idoso; Imunidade; células T regulatérias CD4+*CD25*
FOXP3*; Teste Tuberculinico.

LEVELS OF REGULATORY T CELLS CD4 + CD25 + FOXP3 + AND THEIR
CORRELATION WITH REACTIVITY TO TUBERCULINIC TESTING IN ELDERLY
TUBERCULOSIS

ABSTRACT: This study aimed to verify the correlation between the levels of regulatory T
cells CD4 + CD25 + FOXP3 + and the reactivity to the Tuberculin Test (TT) in the elderly and
adults with active tuberculosis (TB) and the elderly without TB. Research participants were
recruited from public health services that provide care to TB patients in the city of Recife (PE),
from January 2008 to December 2009. The expression of FOXP3 + by real-time PCR was
performed in 61 patients, while quantification of Treg cells by flow cytometry in 25. Results
were compared between groups using means and percentages of the number of Treg cells
/ pl with different levels of TT reactivity by Pearson’s correlation. The difference between the
means in the different study groups was tested by means of analysis of variance (ANOVA) and
the differences between proportions tested by the chi-square calculation. All decisions were
made at a significance level of 5%. The average percentages of CD4 + CD25 + FOXP3 + cells
were lower in the elderly population with TB (23,16 + 13,73) when compared to the averages
of the groups of elderly without disease (28.70 + 27.11) and sick adults (34.16 + 26.02), but
without statistical difference. The sick elderly showed less expression of the FOXP3 + gene
(17.4 = 1.27) than the elderly without TB disease (18.0 + 0.99) and adults with TB (18.5 =
2.15), also without statistical difference. When analyzing the correlation between the TT result
in millimeters and the percentage in the peripheral blood of CD4 + CD25 + FOXP3 + in 25
patients, it was observed that there was only a statistically significant correlation, between
the two variables, in the group of adults with TB disease (p = 0.004). However, there was
a positive correlation between the TT response in mm and the levels of FOXP3 + in the
groups of adults (p = 0.025) and elderly people with active TB (p = 0.034) and a negative
correlation between the response of the TT and FOXP3 + levels in the group of elderly people
without TB. The results found indicate a decrease in the levels of regulatory T cells in the
peripheral circulation of elderly patients with active tuberculosis, suggesting that there is an
immunodepression in this group that may be responsible for the lower reactivity to TT when
compared to adults with tuberculosis.

KEYWORDS: Tuberculosis; Old man; Immunity; regulatory CD4 + CD25 + FOXP3 + T cells;
Tuberculin Test.
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11 INTRODUGAO

A tuberculose (TB) € uma das mais importantes causas de morbidade e mortalidade
em todo mundo, com 8 a 10 milhdes de casos novos e 2 a 3 milhdes de morte ao ano (Dye
et al, 2005). Nos idosos, a reducado dos mecanismos de defesa, como barreiras fisicas,
anergia ou pela acao de células reguladoras (Rajagopalan et al , 2001; Chaimowicz,
2002), associado ao comprometimento da fungéo e producédo de linfocitos T contribuem
para aumentar a vulnerabilidade do grupo a infeccéo pelo Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis) (Chaimowicz, 2001; Rosemberg, 2001; Teixeira, 2007).

As células T regulatérias (Tregs) representam cerca de 5 a 10% das células T CD4+*
periféricas, sendo usualmente caracterizadas por alta expressdao do marcador CD25,
embora expressem diversos outros marcadores imunolégicos, alguns deles comuns aos
das células T CD4+* (Sakaguchi, 2004). Essas células aumentam durante a tuberculose
infeccdo e tem sido funcionalmente caracterizadas por sua habilidade para suprimir a
imunidade especifica ao M. tuberculosis, mediante a inibicdo da producéo de citocinas
como IFN-y e IL-10 (Chen et al, 2007; Guyot-revol et al, 2006; Ribeiro-rodrigues et al, 2006;
Chen et al, 2007; Chiacchio et al, 2009).

Na populacéo idosa, evidéncias apontam para uma reducéo na atividade de células
T efetoras e alteragcbes na populacdo de células T regs mediante o aumento do namero
dessas células nesse grupo etario (Greeg et al, 2005; Dejaco et al 2006; Lajes et al, 2008;
Haynes, 2009). Porém outros autores registram decréscimo no numero de células T regs
em individuos mais velhos (Tsaknaridis et al, 2003; Zhao et al, 2007).

Essas alteragdes imunolégicas, aliadas a fatores associados como co-morbidades,
habitos de vida e dificuldade de diagnostico, tornam esse grupo susceptivel a doencas
infecciosas (Freitas et al, 2002; Vendraminni et al, 2003). At¢ o0 momento, ndo foram
observados dados na literatura sobre o papel das células especificas CD4* CD25* na
infecgcéo tuberculosa no idoso.

Algumas circunstancias podem interferir no resultado da prova tuberculinica levando
a resultados negativos, como as doencas imunossupressoras (sarcoidose, sindrome da
imunodeficiéncia adquirida, neoplasias), tratamentos com corticosterdides e drogas
imunossupressoras, gravidez, criangas abaixo de dois anos e idosos acima de 60 anos
(Silva Jr, 2004), além da infeccao pelo HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana) (De Jong,
2004). As células T regs CD4+ CD25* estéao presentes na epiderme de humanos (Loser et
al, 2007). Isso explicaria 0 aumento na freqiéncia das células T regs, ap6s estimulagao
antigénica cuténea localizada, refletindo a proliferagcdo dessas células residentes na pele e
que apresentam marcadores fenotipicos e funcionais das células T regs naturais (Clark et
al, 2007; Vukmanovic-stejic et al, 2008).

As informacbes a respeito da relacdo entre as células T regs e a reacdo de
hipersensibilidade ao Teste Tuberculinico (TT) séo limitadas (Guyot-revol et al 2006;
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Mahan, et al, 2008; Vukmanovic-stejic et al, 2008).

O objetivo deste trabalho foi verificar a correlagdo entre os niveis de células T
regulatérias CD4*CD25*FOXP3* e a reatividade ao TT em idosos e adultos com TB em
atividade e idosos sem TB.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Desenho e populacao de estudo

Trata-se de um estudo tipo série de casos de idosos (idade=60 anos) com TB
doencga com dois grupos de comparacéo: adultos (20 a 49 anos) com TB doenca e idosos
(idade=60 anos) sem TB doenca e sem leséo pulmonar a radiografia de torax.

Os participantes da pesquisa foram recrutados nos servigos da rede publica de
saude que prestam assisténcia a pacientes com TB na cidade do Recife (PE), no periodo
de janeiro de 2008 a dezembro de 2009. Foram incluidos pacientes com diagnostico
clinico e bacteriologico de tuberculose confirmado hd menos de 15 dias. E excluidos os
pacientes portadores de cancer, diabetes ou HIV positivos e em tratamentos quimioterapico
ou corticoterapia.

2.2 Coleta dos dados

Os participantes foram recrutados nas unidades de saude, onde foram coletados:
escarro para realizagcdo da baciloscopia e/ou cultura; 30 ml de sangue venoso para
a realizagdo de testes sorologicos (anti-HIV), testes bioquimicos (glicemia de jejum),
hematol6gicos (hemograma) e aplicagao e leitura do TT.

Os testes imunolbgicos e de biologia molecular foram realizados no Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes - CPqAM/FIOCRUZ. Os testes de biologia molecular foram
realizados de acordo com a técnica utilizada para mensurar a expressao de FOXP3+, a
PCR em tempo real (PCR quantitativa ou gPCR), com transcricdo reversa prévia em 61
participantes e a avaliagdo imunoldgica pela quantificacdo das células Treg por citometria
de fluxo utilizando os marcadores celulares CD4*, CD25*FOXP3* em 25 individuos. As
descricbes das técnicas para realizacdo dos ensaios imunolégicos e de biologia molecular
estdo detalhadamente descritas nos itens abaixo.

2.2.1 Purificacdo de células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs)

A coleta de sangue periférico total (20 ml) realizada por flebotomia, e 0 sangue
misturado a 10 U/ml de heparina. As células mononucleares do sangue periférico (PBMCs)
foram obtidas através da separacé@o por gradiente de Ficoll-Hypaque (Amersham). As
PBMCs que néo foram utilizadas ficaram congeladas em soro fetal bovino adicionado
de 10% dimetilsulfoxide (DMSO). Neste caso, foi coletados apenas 5 ml com citrato de
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sodio para posterior diagnostico molecular da tuberculose. Dessa forma, o volume total de
sangue coletado de cada paciente foi de 25 ml.

2.2.2 Descricdo de Técnica de citometria de fluxo utilizando os
marcadores celulares CD4+, CD25*FOXP3*:

Os procedimentos, com excecdo da leitura por citbmetro, foram conduzidos em
laboratérios com nivel de seguranga 3 (NB3). PBMCs frescas ou congeladas foram lavadas
por centrifugacdo uma vez, em PBS contendo 1% de FCS. A suspenséo celular foi ajustada
para 106 células por tubo e incubada por 15 minutos a temperatura ambiente, com soro
humano AB inativado. Para deteccéo de células T regulatérias naturais, os receptores de
superficie CD4, CD25 foram investigados com anticorpos monoclonais marcados com
fluorocromo. As células marcadas por 20 minutos em recipiente com gelo, com uma diluicéo
de no maximo 1:100 (ou quando convenientemente titulado) dos seguintes anticorpos
monoclonais: clone SK3 anti-CD4 humano conjugado a aloficocianina (APC) (Cat. N°:
340443); clone M-A251 anti-CD25 humano conjugado a isotiocianato de fluoresceina (FITC)
(Cat. N°: 555431). Todos os anticorpos foram obtidos da BD-Biosciences Pharmingen
(Ambriex). ApOs lavagem, as células foram fixadas em gelo por 2 horas, com uma solugédo
nova de paraformaldeido a 4%, diluida em tampao PBS Dulbecco’s pH 7.5. Esta etapa
de fixacdo se destina a inativar irreversivelmente o bacilo de Koch que porventura esteja
presente no material bioldégico. Apdés uma breve lavagem com tampéao de FACS, as células
foram ressuspendidas em 400 pl de tampéo de FACS e analisadas usando citbmetro de
fluxo FACS CaliburTM e programa CellQuestTM (Becton Dickinson).

2.2.3 Obtencdo de mRNA a partir de PBMC:

Apos coleta do sobrenadadante de cultura no tempo de 24h de cultivo, o pellet de
PBMC restante em cada pogo da placa foi removido através de raspagem na presenca de
0,5 mL de PBS gelado. Apos repeticdo deste processo, a suspensao celular resultante foi
transferida para microtubos de 1,5 mL, identificados por estimulo. Em seguida, procedeu-
se a centrifugacao dos microtubos a 300 Xg por cinco minutos a 4°C. O sobrenadante foi
entdo descartado e o pellet de PBMC ressuspendido em TRIZOL (Invitrogen). Apés leve
agitacdo em vortex, as células foram armazenadas a —80°C até a utilizagéo nos ensaios de
extracdo de RNA.

Neste processo, as células armazenadas foram descongeladas e incubadas até
atingirem a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados a cada microtubo 200l
de cloroformio P. A. Ap6s centrifugagdo a 10000 X g por dez minutos a 4°C, a fase polar
(DNA e RNA) foi separada da fase apolar (residuos celulares, proteinas). O sobrenadante
contendo RNA/DNA foi entao transferido para novos microtubos, onde foram adicionados
500ul de isopropanol, que promove a precipitagdo do RNA. Apos leve agitagdo manual e
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incubacéo por dez minutos a T. A., as amostras foram novamente centrifugadas a 10000
X g por dez minutos a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi
submetido a duas centrifugagdes a 7500 X g por cinco minutos a 4°C na presenca de alcool
75%, para fins de lavagem. O sobrenadante resultante foi entdo descartado e o pellet
de RNA foi submetido a secagem por cinco minutos. Apos esta etapa, foram adicionados
aos microtubos 30ul de agua livre de RNAse. O RNA foi entdo submetido a quantificagéo
por espectrofotometria e, a partir das concentragdes obtidas todas as amostras foram
normalizadas para uma unica concentracdo. Em seguida as amostras foram estocadas a
—70°C até o momento da utilizagdo em ensaios de transcricéo reversa.

2.2.4 Conversdo de RNA em cDNA através de transcricdo reversa:

Para a transcricdo reversa foi utilizado o kit “TagMan® Reverse Transcription
Reagents” (Applied Biosystems), segundo protocolo do fabricante. O RNA obtido a partir de
PBMC pelo método do TRIZOL foi submetido a conversdao em cDNA em um termociclador
(Eppendorf mastercycler gradient). Além disso, uma amostra de RNA ribossomal 18S,
presente no kit “TagMan® Ribosomal RNA Control Reagents, VIC Probe” foi submetida ao
mesmo processo, a fim de se obter o controle positivo da reagédo de PCR em tempo real.

A RT-PCR foi realizada em volume final de 50ul, contendo TagMan RT Buffer 1x,
MgCI2 5,5mM, Mix de dNTPs 500uM, Hexameros randémicos 2,5uM, inibidor de RNAse
0,4 U/uL, a enzima multiscribe reverse transcriptase 3,125 U/uL e 12,375uL de amostra.
A reacéo consistiu de um ciclo, sendo este dividido em dez minutos a 25°C, trinta minutos
a 48°C e cinco minutos a 95°C. O cDNA obtido foi entdo submetido a quantificacdo
por espectrofotometria e, a partir das concentragcdes obtidas, todas as amostras foram
normalizadas para uma Unica concentracdo. Apds esta etapa, as amostras foram
armazenadas a -20°C até a utilizagdo nos ensaios de PCR em tempo real.

2.2.5 Avaliagdo da expressdo de mRNA para FOXP3*:

A expressdao de mRNA para FOXP3* (gene alvo) foi avaliada através da reacéo
de PCR em tempo real, utilizando-se o sistema de detecgdo de sequéncias ABI PRISM
7500 (Applied Biosystems). A reacao foi confeccionada em volume final de 25uL, contendo
TagMan Universal PCR Master Mix (2x), TagMan Gene Expression Assay para FOXP3*
(Assay ID: Hs99999918_m1), constituido de primers e sonda especificos (fluoréforo FAM),
agua livre de RNAse e 1uL de amostra. Em paralelo, como controle endégeno (gene de
referéncia) da reacéo foi utilizado RNA ribossomal 18S, cuja reacéo foi preparada com
TagMan Universal PCR Master Mix, primers forward e reverse para RNA ribossomal 18S,
sonda para RNA ribossomal 18S (fluor6foro VIC), agua livre de RNAse e 1uL de amostra.
A expressdo de mRNA para FOXP3* para cada estimulo foi calculada pelo método do Ct
comparativo, sendo os valores obtidos normalizados com o gene de referéncia (ACt). Este
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célculo foi feito da seguinte maneira:
ACt = Ct (FOXP3) — Ct (RNA 18S),

onde Ct corresponde ao ponto no grafico onde a amplificagéo se torna exponencial.
Apbds a normalizagdo dos valores do gene alvo, o ACt deste foi subtraido do ACt de um
elemento calibrador (AACHt). Este foi escolhido de acordo com a situagéo a ser analisada,
seja em comparagdo ao grupo controle ou entre os grupos de pacientes. Foi utilizada a
formula

AACt = ACt (amostra) — ACt (calibrador),

onde ACt (amostra) corresponde a um parametro de interesse a ser relativizado.

Obtido o AACt, este é aplicado na férmula
RQ = 2-25¢t,

obtendo-se assim a quantidade relativa de FOXP3* expressa em determinada

amostra.

2.3 Variaveis do Estudo:

Teste Tuberculinico - varidvel continua em mm; Numero e percentagem de células T
regs (CD4+*CD25*FOXP3*), por ml de sangue, para 0s ensaios imunoldgicos e de biologia
molecular

2.4 Consideracgoes éticas:

O Projeto foi aprovado pelo Comité de Etica do Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes/
FIOCRUZ. Todos os voluntarios que participaram leram, assinaram e receberam uma copia
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), antes da realizagéo de qualquer
procedimento do estudo.

2.5 Analises Estatisticas:

As médias e percentuais do numero de células Treg/ul foram comparadas entre os
grupos com diferentes valores de reatividade ao TT e entre os grupos de idosos (doentes
e sem TB) e de adultos jovens com TB pela correlagdo de Pearson. A diferenca entre
as médias nos diferentes grupos do estudo foi testada por meio da analise de variancia
(ANOVA) e as diferencas entre propor¢des testadas pelo célculo de qui-quadrado. Todas

as decisbes foram tomadas ao nivel de significancia de 5%.

31 RESULTADOS

Para avaliar a presenca de células Treg CD4+*CD25*FOXP3* em pacientes com
ou sem TB doenca foram feitos testes imunolégicos e de biologia molecular utilizando
diferentes técnicas de detecgéo, PCR real time e citometria de fluxo. Na anélise citométrica
foram usadas amostras sorolégicas de sangue de 25 pacientes atendidos nas unidades de
saude (Tabela 1). Entretanto, para a técnica de PCR real time, que mensurou a expressao
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do gene FOXP3* que foi utilizado uma amostragem de 61 pacientes atendidos nas unidades
de saude (Tabela 2).

3.1 Células T regulatérias (Ensaio imunolégico):

A anélise dos dados da tabela 1 mostra que os percentuais médios de células
CD4+CD25*FOXP3* foram menores na populacao de idosos com TB (23,16 + 13,73) quando
comparado com as médias dos grupos de idosos sem doenca (28,70 + 27,11) e adultos
doentes (34,16 + 26,02), porém as diferencas entre os grupos néo foram significativas (p=
0,404).

Diagnostico Clinico

Adulto com TB (n=9) Idoso com TB (n=10) Idoso sem TB (n=6)
GATE (%)* GATE (%)* GATE (%)*
7.47 0.55 4.14
55.78 12.86 8.14
8.18 29.32 49.55
56.80 33.06 4.71

45.06 37.47
82.91 33.65 68.24
9.44 7.33
37.22 31.66
34.83 19.14
40.97 19.03
Média + (DP) média + (DP) média + (DP)
34,16 + (26,02) 23,16 £ (13,73) 28,70 +(27,11)

Tabela 1. Distribuicdao do percentual de FOXP3* (GATE) com suas médias, na amostra de 25
pacientes, por grupo clinico, Recife (PE) em janeiro/2008 a dezembro/2009.

* %GATE = corresponde ao percentual de FOXP3+*entre as células CD4+*CD25*

p= 0,404

3.2 Células T regulatérias (Biologia Molecular)

Realizou-se a técnica de PCR em tempo real para identificar a expresséo de FOXP3+
nas células CD4+*CD25* em 61 pacientes.

Os idosos doentes demonstraram menos expressao do gene FOXP3* (17,4 +1,27)
em relagdo aos idosos sem TB doenca (18,0 + 0,99) e adultos com TB (18,5 + 2,15). E os
adultos com TB (18,5 + 2,15) correspondem ao grupo que mais expressam o gene FOXP3*
ao comparar com 0s outros dois grupos. Porém, nenhuma comparagéo entre os grupos
apresentou diferenca estatisticamente significativa (p = 0,603) (Tabela 2).
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Adultos com TB (n=22) Idosos com TB (n=18) Idoso sem TB (n=21)

ACH ACH aACt
17,82 16,37 17,31
18,11 19,23 17,57
16,84 17,80 17,84
19,50 16,77 18,21
17,24 17,49 16,32

- 15,35 16,81
20,79 18,37 16,65
21,32 15,97 17,60
22,23 14,84 18,19
23,45 17,51 -
19,00 16,37 18,41
17,42 19,05 R
17,72 18,56 19,90
16,48 19,41 18,61
14,84 18,14 19,67
19,58 17.70 17,29
18,41 17,93 16,99
14,99 17,04 18,94

_ 18,70
17,69 18,31
18,34 19,24
17,25

MEDIA + (DP) 18,5+ (2,15) MEDIA 17,4 + (1,27) MEDIA 18,0 +(0,99)

Tabela 2. Nivel de expressdo de FOXP3* identificado pela diferenca dos valores do gene
FOXP3* e gene constante (DeltaCt- ACt) em 61 individuos, Recife (PE) em janeiro/2008 a
dezembro/2009.

Ct

FOXP3+) - (constante)

"ACt = Ct,

p = 0,603

3.3 Células T regulatérias e teste tuberculinico

Ao analisar a correlagéo entre o resultado do TT em mm (variavel continua) e o
percentual do sangue periférico CD4*CD25* FOXP3* em 25 pacientes observou-se que
s6 houve correlagédo estatisticamente significativa entre as duas varidveis no grupo de
adultos com TB (p=0,004) (tabela 3). No entanto, verificou-se uma correlacéo positiva entre
aresposta do TT em mm e os niveis de FOXP3* nos grupos de adultos (p=0,025) e idosos
com TB (p=0,034) e uma correlagdo negativa entre a resposta do TT em mm e os niveis de
FOXP3* no grupo de idosos sem TB (tabela 4).
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Coeficiente de correlagdo de

Grupos | valor de p
Idoso sem TB -0,55 0,254
Idoso com TB 0,08 0,828
Adulto com TB 0,82 0,004

Tabela 3. Associagdo entre resposta ao TT em milimetros e percentual de células CD4+*CD25*
FOXP3* em 25 pacientes atendidos em servigo de satde no Recife (PE) no periodo de

janeiro/2008 a dezembro/2009.

Coeficiente de correlacdo de

Grupos Pearson valor de p
Idoso sem TB -0,74 0,092
Idoso com TB 0,71 0,034
Adulto com TB 0,70 0,025

Tabela 4. Associagdo entre resposta ao TT em milimetros e percentual de FOXP3* em 25
pacientes atendidos em servico de saude no Recife (PE) no periodo de janeiro/2008 a

dezembro/2009.

41 DISCUSSAO

A presente pesquisa identificou que o numero de células CD4+*CD25*FOXP3* foi

menor na populagdo de idosos com TB em atividade quando comparado com os grupos de

idosos sem doenca e adultos doentes. Os estudos investigando o nivel e funcionamento das

células T regs na populagéo de idosos ainda séo limitados e tém resultados controversos.

Alguns trabalhos relatam que essas células mantém sua atividade supressora, em

humanos e camundongos idosos registrando niveis similares de células T regs em idosos,

quando comparados com adultos (Valmori & Melo, 2005; Greeg et al, 2005; Sharma et al,

2006; Lages et al 2008). Outras pesquisas mostram que ha um decréscimo na supressao

mediada por células T regs em ratos e humanos idosos (Tsaknaridis et al, 2003; Zhao et

al, 2007). Em outras publicagdes, contudo, os resultados apontam para um aumento na

freqliéncia dessas células em individuos idosos e uma correlagéo linear entre a prevaléncia

de células T regs e idade (Greeg et al, 2005; Dejaco et al 2006; Lajes et al, 2008; Haynes,

2009).
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Niveis elevados de T regs podem causar aumento da supressao de células T pro-
inflamatoérias e assim contribuir para o aumento da susceptibilidade a infecgdes, risco
de neoplasia e resposta deficiente a vacina em individuos idosos (Dejaco et al 20086).
Alternativamente, as células T regs podem ser menos funcionais no envelhecimento,
levando a necessidade de baixa ocorréncia para manter a tolerancia (Tsaknaridis et al,
2003; Zhao et al, 2007).

Os nossos achados apontam para uma diminui¢cdo de células CD4*CD25*FOXP3*
em idosos com TB quando comparado aos outros grupos do estudo, o que poderia ser
explicado por uma diminuicao da resposta imune celular em decorréncia da TB em atividade.

O grau de reatividade ao TT (em milimetros) esteve correlacionado com a produgéo
de células Tregs apenas no grupo de adultos com TB (p=0,004). Por outro lado, verificou-
se correlagao positiva entre a resposta do TT e os niveis de FOXP3*nos grupos de adultos
(p=0,025) e idosos com TB (p=0,034) e correlagédo negativa entre a resposta do TT em mm
e os niveis de FOXP3* no grupo de idosos sem TB.

A resposta imune na TB é algumas vezes caracterizada por imunossupressao ativa,
particularmente na doenca avangada, como demonstrado na producgéo diminuida de IL-2
e IFN-y e anergia antigeno-especifica a preparagcdes de PPD- Proteina utilizada para a
aplicacéo do TT (Goldfeld et al, 2004; Delgado et al, 2002). A anergia ao PPD, que resulta
na ndo reacao na leitura do teste tuberculinico, € um fendmeno que ocorre em alguns
individuos com tuberculose pulmonar ativa, e que pode ser correlacionada com alteragdes
nos niveis de células T (Goldfeld, 2004). Esse fendbmeno é observado com freqiiéncia
em doengas microbianas crénicas envolvendo a participagdo de células T supressoras
(Baecher-Allan, 2004).

As informacdes a respeito da relagédo entre as células T regulatérias ndo especificas
presentes na epiderme e a reacdo de hipersensibilidade a injecdo intradermal com
tuberculina derivada de proteina purificada (PPD) séo limitadas (Guyot-revol et al 2006;
Mahan, et al, 2008; Vukmanovic-stejic et al, 2008). Estudo desenvolvido por Guyot-Revol
e colaboradores (2006), mostrou que apesar das células T regulatorias ndo especificas
estarem aumentadas no sangue de pacientes com TB ativa, apenas 2 de 27 pacientes com
TB tiveram anergia a resposta ao teste tuberculinico.

Os resultados encontrados no presente estudo indicam diminuicdo dos niveis de
células T regulatérias na circulacao periférica de pacientes idosos com TB e sugerem
existir imunodepressé@o nesse grupo de individuos que pode estar relacionado a menor
reatividade ao TT quando comparado com adultos com tuberculose.

No entanto, vale ressaltar que, com relacdo a investigacdo da freqiiéncia de
células T regs CD4* CD25* FOXP3* nosso estudo apresentou algumas limitagdes. Devido
a dificuldade de coleta de sangue nos pacientes idosos, principalmente aqueles com
estado de saude debilitado pela doenca, algumas amostras coletadas néo apresentaram

percentual de Treg suficiente que pudesse ser avaliado pela citometria de fluxo.

Conhecimentos e Desenvolvimento de Pesquisas nas Ciéncias da Saude 3 Capitulo 14 m



Paralelo ao ensaio por citometria de fluxo foi avaliada a expressdo de FOXP3*,
marcador de células Treg por PCR em uma amostra de 61 pacientes. Os resultados
moleculares de nosso estudo confirmam os achados no que diz respeito a avaliacdo
imunolégica, ja que nos idosos com TB foi verificada menor expresséo génica do FOXP3*
quando comparado com adultos com TB e idosos sem TB. E os adultos doentes expressaram
niveis maiores de FOXP3* em relacdo aos idosos com e sem TB.

Mesmo diante da importancia do assunto ainda existem poucos trabalhos na
literatura abordando esta tematica. Devemos destacar também que como se trata de um
estudo imunoldgico em idosos os critérios de exclusdo sado bem restritivos, diminuindo o
tamanho amostral.

O diagnostico rapido e especifico da TB é vital para o controle da infeccao bacilar.
Apesar do enorme problema de saude publica mundial que a TB ocasiona, 0s recursos
médicos sao limitados. Nenhum agente quimioterapico ou biolégico novo foi introduzido
nos ultimos 40 anos. A importancia de mecanismos moleculares e celulares que regulem a
interacdo parasito-hospedeiro, a fim de desenvolver métodos que combatam a TB.

Os resultados dessa pesquisa exploratoria nos motivam para a realizagéo de futuros
ensaios com amostras maiores buscando uma maior interagéo entre os servigcos de saude
e laboratérios especializados, o que contribuira para a melhor compreenséao da tuberculose
em idosos.
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