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RESUMO 

A tuberculose (TB) é a principal causa de morbi-mortalidade por doença infecciosa no 
mundo. Um terço da população mundial está infectada com o Mycobacterium 
tuberculosis (Mtb) e a cada ano ocorrem cerca de 9 milhões de novos casos com 
cerca de 2 milhões de mortes. Uma das principais perguntas ainda sem resposta na 
TB é o porquê de somente 1 em cada 10 indivíduos infectados desenvolvem esta 
doença. Existem três fatores de risco principais que contribuem no desenvolvimento 
desta infecção:i) o agente patogênico (principalmente seu grau de virulência), ii) 
fatores ambientais em que vive o hospedeiro e iii) o grau de susceptibilidade ao 
patógeno, vinculado a fatores genéticos. A associação destes três fatores determinam 
o grau de risco à infecção e adoecimento na tuberculose.  Desta forma, este trabalho 
tem como objetivo identificar uma possível associação entre os polimorfismos do gene 
DBP codificador da proteína de transporte da vitamina D (VDBP) à susceptibilidade ou 
resistência ao Mtb. A VBDP é sintetizada no fígado e é uma proteína sérica 
multifuncional, cuja principal função é se ligar e transportar a VD até as células e 
tecidos alvo. Além disso, possui um importante papel na ativação de macrófagos (Gc-
MAF), independente da sua ligação com a VD. Para realizar esse estudo, foram 
incluídos 160 pacientes com TB pulmonar HIV-1 negativos e 95 indivíduos controle. 
Dois polimorfismos no gene DBP localizados na posição 416 (HaeIII) e 420 (StyI) 
foram tipados. Não observamos diferenças entre estes grupos em relação aos 
genótipos, apesar de encontrarmos valores próximos a significância para o HH 
(p=0,08; OR=1,6) e SS (p=0,06; OR=1,6), o que foi observado quando analisamos o 
fenótipo F/F (HS/HS, Asp/Thr-Asp/Thr) pode estar relacionado à susceptibilidade ao 
Mtb, uma vez que este fenótipo foi encontrado com maior frequência nos pacientes 
com TB do que nos indivíduos controle (p=0,004, OR=2,81). Nenhuma outra 
associação foi evidenciada em relação a outros fenótipo de VDBP. De modo 
interessante, quando indivíduos controles foram subdivididos em sadios (baixa 
exposição ao Mtb) e contactantes (alta exposição ao Mtb), vale salientar que esses 
dois grupos são compostos por indivíduos saudáveis, observamos que o fenótipo S/S 
(hS/hS, Glu/Thr –Glu/Thr) pode estar relacionado a resistência, pois os indivíduos 
sadios mostraram uma maior frequência deste fenótipo (p=0,01, OR=0,4). O presente 
estudo demonstrou,  pela primeria vez, uma possível associação entre os 
polimorfismos no gene DBP nas posições 416 e 420 com TB, assim, a combinação 
destes genótipos e consequentes fenótipos poderá induzir uma forte associação com a 
susceptibilidade. Aspectos funcionais desta associação merecem mais estudos, bem 
como determinar o papel destes genótipos no controle intracelular do M. tuberculosis e 
os níveis de vitamina D em pacientes com tuberculose.  

 
Palavras-chave: 1.Tuberculose. 2.Vitamina D. 3.Gcglobulin.  4.VDBP.  5.DBP. 
6.Polimorfismos 
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ABSTRACT 

The tuberculosis (TB) is the main cause of mortality infections diseases 
worldwide. One third of world population is infected with Mycobacterium tuberculosis 
(Mtb) and about 9 million new cases occur each year with 2 million deaths. One of the 
main questions of TB is why only 1 out of 10 infected people develop the disease. 
There are three important risk factors that contribute to the development of this 
infection: i) the pathogenic agent (its virulence), ii) the environment where the host lives 
and iii) his/her susceptibility to the pathogen. The association among these 3 factors 
determines the risk factor degree to infection and illness to TB. Thus, this study had the 
objective to identify possible association among DBP gene polymorphisms that codifies 
the vitamin D binding protein (VDBP) to susceptibility or resistance to TB. The VDBP is 
synthesized in the liver and it is a multifunctional protein, which the most important 
function is to bind and transport the Vitamin D (VD) to the target cells and tissues. 
Besides, it has an important role on macrophages (Gc-MAF), independently of its 
association with the VD. This study included patients with pulmonary tuberculosis, HIV-
1 negative and control individuals. We identified two polymorphisms on DBP gene 
localized in the 416 (HaeIII) and 420 (StyI)) codons. We couldn’t observe differences in 
these two groups in relation to the DBP genotypes, in spite of, we almost found the 
significance value to HH (p=0.08; OR=1.6) and SS (p=0.06; OR=1.6). The FF 
phenotype (HS/HS, Asp/Thr-Asp/Thr) could be related to susceptibility to TB, since this 
phenotype was observed in higher frequency in our pulmonary TB patients compared 
to the control group (p=0.004, OR=2.81). No more significance was found when we 
analyzed, in the specific groups, the others VDBP phenotypes. In interesting way, the 
phenotypes S/S (hS/hS, Glu/Thr –Glu/Thr) could be related to resistence to TB, once 
we observed a higher frequency in the healthy group (low TB exposition) compared to 
the contact group (high TB exposition) and is worth saying that in both subgroups the 
subjects are healthy. For the first time this study demonstrated an association between 
the 416 and 420 polymorphisms on the DBP gene with susceptibility to TB. Further 
studies are necessary to evaluate the functinal aspects of this association as well as to 
determine the role of this genotypes in combat the intracellular Mtb and also, to 
measure the levels of Vitamin D in each TB patient. 

 
 
 
 
 

 
Keywords: 1.Tuberculosis. 2.VitaminD. 3.Gc globulin. 4.VDBP. 5.DBP. 
6.Polymorphisms  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O agente etiológico da tuberculose (TB) (Mycobacterium tuberculosis) (Mtb) 

foi apresentado à comunidade científica por Robert Koch, em 1882. Em sua 

exposição à Sociedade de Fisiologia de Berlim, intitulada “A Etiologia da 

Tuberculose”, Koch demonstrou que o material infectado, quando observado ao 

microscópio, apresentava bacilos resistentes à descoloração pelos ácidos, os quais, 

quando incubados a 37oC em soro coagulado, davam origem em duas semanas, a 

colônias macroscopicamente observáveis. Estas, uma vez inoculadas em animais, 

provocavam lesões típicas da TB (Schulger, 2005). 

Embora tenham sido descritos registros da presença da TB tão antigos como 

os encontrados em múmias do Antigo Egito e dos Maias, a TB só se tornou 

epidêmica na Europa feudal na Idade Média, fruto do aumento da densidade dos 

aglomerados populacionais, o que potenciou o contágio de indivíduo para indivíduo. 

Varrendo a Europa Ocidental até o final do século XIX, a “peste branca” se espalhou 

para os quatro cantos do mundo, causando milhões de mortes (Piedade João; 

Viveiros Miguel; Esteves Ainda, 2001). Os jesuítas foram responsáveis pela 

introdução da TB nas Américas, principalmente na do Sul, inclusive no Brasil (Brown 

e cols., 1981).  

Desde o início do século XIX a TB tem o estigma de ser uma doença crônica 

relacionada ao desgaste físico, como demonstrado nos relatos de consumption, o 

que hoje é relacionado à desnutrição. Apesar de a TB não encontrar barreiras sócio-

econômicas em nível mundial, atingindo países com renda per capita elevada, a 

capacidade de obter e dispor dos alimentos essenciais às necessidades básicas é 

fundamental para manter o equilíbrio imunológico (Chandra, 1997; Chandra, 1999; 

Chandra, 2002; Chandra, 2004; Jolly, 2004; Philpott & Ferguson, 2004) e assim 

controlar a multiplicação bacilar. 
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Tradicionalmente o estado nutricional é definido pela composição corporal, 

competência imunológica, concentração de proteínas plasmáticas e análises 

multivariadas que inclui as histórias alimentar e clínica (Blackburn e cols., 1979). As 

concentrações plasmáticas adequadas de vitamina D (VD) existem na dependência 

da ingestão da vitamina D2 e D3 e da biossíntese cutânea da VD, após exposição à 

luz ultravioleta (Gannagé-Yared e cols., 2000). Como não há relatos na literatura 

sobre os níveis séricos de VD na população brasileira, só é possível uma análise 

comparativa com os resultados descritos em populações européias, africanas e 

iranianas. Contudo, na maioria destes países os níveis séricos de VD estão 

relacionados com a estação do ano ou a exposição da pele ao sol. No inverno, onde 

a exposição da pele à luz solar é reduzida, a concentração sérica de VD também é 

reduzida, mesmo na população saudável, e este fato pode estar relacionado ao 

aumento, nesta estação do ano, no número de casos de TB (MacDonald & 

Swaminathan, 1988; McKenna, 1992; Douglas e cols., 1996). Assim, poderia ocorrer 

uma diminuição na função de monócitos e macrófagos (Davies, 1985), importante no 

controle intracelular do crescimento bacteriano.  

Com o propósito de compreender os mecanismos responsáveis pela 

resistência ou susceptibilidade natural ao desenvolvimento da TB, alguns genes têm 

sido estudados a fim de identificar possíveis associações com a infecção; entre eles 

NRAMP1 (proteína de resistência natural associada a macrófagos), IFN-γ, HLA DR2 

(antígeno leucocitário de histocompatibilidade), MBL (lecetina ligadora de manose) e 

receptor intracelular de VD (Hill, 1998).  

Os efeitos da 1,25(OH)2D, forma ativa da VD, são mediados através do receptor 

de vitamina D (VDR) identificado em monócitos, células dendríticas, linfócitos B e 

linfócitos T ativados (Bhalla, 1989; Provvedini, 1983; Fritsche e cols., 2000). Este 

receptor é essencial para que a vitamina D exerça sua ação indutora. O´Kelly e 

colaboradores (2002) defendem a idéia de que a expressão do VDR tem importante 

atividade na geração de resposta do tipo Th1(T-helper) (pró-inflamatória). Estudos 

voltados para a identificação de polimorfismos no gene que codifica para o VDR 

relacionados à resistência ou susceptibilidade ao Mtb mostram resultados ainda 

incertos. 

No entanto, existe um outro fator ainda não descrito que é extremamente 

relevante para determinar possíveis marcadores de susceptibilidade ou resistência 
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para a TB que pode estar relacionado à deficiência no transporte de VD. Segundo 

resultados obtidos em nosso laboratório, os indivíduos com TB pulmonar ativa 

possuem níveis plasmáticos de VD dentro da faixa de normalidade, bem como foi 

demonstrado com os polimorfismos para VDR e nenhuma associação com a doença 

foi encontrada (Cardoso, 2004), indicando assim, que outros fatores podem estar 

relacionados e um destes alvos poderia ser a proteína de transporte de vitamina D 

(VDBP)  

A VDBP é o principal transportador sistêmico tanto de 25(OH)D (forma inativa 

da VD) quanto de 1,25(OH)2D (forma ativa da VD) e é essencial para a endocitose 

celular destes hormônios, bem como para sua regulação endócrina. A VDBP é uma 

proteína sintetizada no fígado e circula no plasma em concentrações 20 vezes 

maiores do que o total de metabólitos circulantes de VD. Vale salientar, que apenas 

5% do total de VDBP existente no plasma humano normal encontra-se ocupado com 

os compostos da VD. Assim, em condições fisiológicas normais, praticamente todos 

os compostos de VD (forma ativa e inativa) estão ligados a VDBP, influenciando na 

farmacocinética da VD. Os níveis de VDBP no plasma diminuem sob condições 

patológicas tais como em doenças do fígado, síndrome nefrítica e desnutrição 

(Brown e cols., 1999). Desta forma, os efeitos imunoregulatórios do sistema 

endócrino de VD e a importância na expressão do gene DBP, que codificam a 

proteína de transporte da VD levaram à pesquisa sobre as variações deste gene e 

sua associação com a susceptibilidade ou resistência à várias doenças como: 

Doença de Graves, Tiroidite de Hashimoto, Diabetes Mellitus (Pani et al, 2002) e 

outras. Assim, a análise do polimorfismo neste gene e sua correlação com doenças 

infecciosas, principalmemte aquelas onde o microrganismo depende do habitat 

intracelular no macrófago, poderá ser de suma importância para estudos 

relacionados à susceptibilidade à TB. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 EPIDEMIOLOGIA DA TUBERCULOSE 

 

 

A TB, doença tão antiga que quase se confunde com a própria história do 

homem, mantém-se como importante problema de saúde pública, sendo a principal 

causa de morbi-mortalidade por doença infecciosa no mundo (WHO, 2007). No ano 

de 2004 foram notificados de  8 a 9 milhões de novos casos e  3 a 4 milhões de 

mortes por TB no mundo (WHO, 2007), dentre esses casos,  18,5% em adultos 

(entre 15 e 49 anos - a fase mais produtiva na população mundial). Segundo a 

Organização Mundial da Saúde (OMS), o Mtb infecta cerca de 32% da população 

mundial, o que indicaria um maior risco de adoecimento por reativação nesta 

população, além da ocorrência de nova infecção exógena (Kaufmann, 2006). 

Estima-se que entre 2002 e 2020 haverá em torno de um bilhão de pessoas 

infectadas no mundo, mais de 150 milhões de pessoas irão adoecer e 36 milhões 

irão morrer vítimas de TB se não for realizado um controle efetivo da doença (WHO, 

2004). 

A epidemia de TB foi negligenciada durante muito tempo, especialmente nos 

países desenvolvidos onde o número de casos da doença notificados eram 

reduzidos. Assim, com os avanços farmacológicos a doença deixou de ser um 

problema de saúde pública durante várias décadas, em paises desenvolvidos 

(Raviglione, 2003).   

Com a ocorrência da epidemia causada pelo vírus da imunodeficiência 

humana (HIV), no início dos anos 80, foi observada uma mudança na epidemiologia 

da TB no mundo. A imunossupressão induzida pelo HIV aumenta a susceptibilidade 

à TB em 50%, pois o controle do Mtb está diretamente relacionado ao sistema imune 

(WHO, 2004).  

A partir de 1993, a TB  foi declarada pela OMS como estado de emergência, o 

que levou à criação do programa "STOP TB", envolvendo instituições internacionais 
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de grande vulto como o Banco Mundial, o CDC (“Centers for Disease Control and 

Prevention”), a União Internacional Contra a TB e Doenças do Pulmão (IUATLD), 

entre outras (Ruffino-Netto, 2002). 

O Brasil é responsável junto com o Peru por 50% dos números de casos da 

América Latina. Infelizmente, pouco mais de 70% dos casos tratados estão sendo 

comprovadamente curados, e os quase 30% restantes constituem um perigo para o 

agravamento generalizado do problema e para o aumento de formas da doença 

resistentes às drogas (Sistema de Informação de Agravos de Notificação- SINAN, 

2005). 

A OMS passou a recomendar a estratégia DOTS (Tratamento Diretamente 

Observado de Curta Duração), como a mais eficaz para alcançar o controle da TB. 

Em 1998, o Ministério da Saúde (MS) do Brasil lançou o Plano Nacional de Combate 

à TB que, reconhecendo a prioridade do problema, propunha a implantação da 

estratégia DOTS e tinha como metas implementar a cobertura do Programa de 

Controle da Tuberculose (PCT) em 100% dos municípios, diagnosticar 92% dos 

casos estimados e tratar 85% dos casos diagnosticados. Um ano depois, a taxa de 

incidência da TB no Brasil foi de 48 casos por 100 mil habitantes, enquanto o 

mesmo indicador nos EUA situava-se no patamar de 7,9 casos por 100 mil 

habitantes por ano. Isto significa que ainda são necessárias medidas rigorosas, 

adotadas a longo prazo, para que se possa intensificar o combate e se aproximar 

dos padrões dos países desenvolvidos. Todavia, dados mais recentes publicados 

pelo MS no Brasil, indicam que a taxa de incidência de tuberculose vem se 

mantendo estável nos últimos anos, 55/100.000 habitantes em 2000, com cerca de 

90.000 casos notificados a cada ano (SES-RJ, 2005). Desta forma, a incidência de 

TB no Brasil encontra-se próximo a taxa mundial (60/100.000, WHO, 2007) elevando 

nosso país ao primeiro lugar em casos notificados de tuberculose nas Américas 

(SINAM/MS, 2007) e a ocupar a 15a posição no ranking dos 22 países com maior 

número de casos estimados de TB.  

Apenas na região Sudeste ocorrem 48,3% dos casos notificados, o Rio de 

Janeiro é o estado que apresenta a mais alta taxa de incidência de TB do país. A 

cada ano são notificados em média 16.000 casos de TB. Os 32 municípios 

prioritários concentram 95% dos casos de TB e a região metropolitana é responsável 

por 86% dos casos notificados (SES-RJ, 2005), como pode ser visto na Tabela 1. 
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Tabela 1 . Número de casos novos e taxa de incidência de tuberculose por 100.000 habitantes, Rio de 

Janeiro, no periodo de 1995-2003. Fonte: SINAN. SES-RJ 

 
 

Ano  Nº.casos novos  Taxa de 
incidência (%) 

1995 11770 88,5 
1996 13211 98,5 
1997 12933 95,4 
1998 12655 92,5 
1999 12530 90,7 
2000 13126 91,2 
2001 13314 91,5 
2002 13531 91,9 
2003 13015 87,5 

 
 

Pode-se dizer que o curso da ampliação do problema pode ser reversível 

desde que tomadas medidas urgentes e inovadoras em várias frentes, 

principalmente por parte da comunidade científica em tentar compreender os 

possíveis mecanismos que levam ao adoecimento pela TB em somente 5 a 10% dos 

indivíduos infectados. Da mesma forma, novas estratégias para prevenção e 

diagnóstico da TB são necessárias e isto requer uma melhor compreensão das 

interações entre o Mtb e o hospedeiro, que culmina numa infecção latente 

assintomática ou o aparecimento da doença nas suas formas ativas pulmonares 

e/ou extra pulmonares (Sly e cols, 2003) 

 

 

2.2 LATÊNCIA CLÍNICA E DOENÇA 

 

 

O curso do desenvolvimento da infecção pelo Mtb pode seguir duas vias: a 

doença ativa ou a infecção latente, também denominada de latência clínica. Esta 

bipolarização, após a infecção, ocorre devido a um conjunto de fatores ambientais, 

genéticos e imunológicos, até o momento pouco conhecidos (Hartmann & Plum, 

1999; Boom e cols., 2003). Além disso, outros fatores também contribuem para a 
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reativação da doença, como a imunossupressão, idade avançada, uso de corticóides 

e má nutrição/desnutrição (Selwyn e cols., 1989). 

Após a infecção, um pequeno percentual, cerca de 5 a 10% dos indivíduos 

infectados, progride para a TB primária, num período de 1 a 2 anos, e a maioria (90-

95%) exibe a forma latente da doença, sem apresentar sintomatologia e são 

identificados somente pela resposta positiva ao teste cutâneo ao derivado protéico 

purificado (PPD) (Hartmann & Plum, 1999). Dessa forma, a infecção latente pode ser 

mantida por toda vida do hospedeiro sem sintomas clínicos e compreende cerca de 

um terço da população mundial.   

Nos últimos anos, o estado de dormência do Mtb tem despertado a atenção 

dos pesquisadores, aumentando o interesse no estudo das vias enzimáticas 

(McKinney e cols., 2000) necessárias para a adaptação do patógeno em condições 

ambientais modificadas, como baixa pressão de oxigênio (Glickman e cols.,2000) e 

regulação de genes envolvidos na resposta ao stress (Ando e cols., 2003; Chen e 

cols., 2000) sofrido pela micobactéria. Apesar do grande número de estudos, ainda 

não ficou claro se a latência do bacilo é causada por uma adaptação, devido ao 

baixo metabolismo ou pela constante relação entre o sistema imune e a persistência 

do patógeno, sendo mediada por células T antígeno específicas e por fagócitos 

mononucleares (Ulrichs e cols., 2005). 

A resposta organizada pelo sistema imune contra o Mtb, influencia de forma 

decisiva no curso da doença. Haja visto, que pessoas imunocomprometidas, 

especialmente individuos HIV-positivos têm um risco maior (5% ao ano) de 

desenvolver a forma ativa da TB após serem infectados (Selwyn e cols., 1989;  

Enarson & Murray, 1996).  

O patógeno se replica depois de infectar os pulmões do hospedeiro no interior 

de macrófagos e rapidamente após a infecção, a resposta imune adaptativa é 

gerada. Estudos em modelos humanos e em animais têm indicado que células T 

CD4 e CD8 são ativadas em resposta a infecção pelo Mtb produzindo citocinas que 

contribuem de várias maneiras, incluindo na ativação de macrófagos (Flynn, 2004).   

Os granulomas consistem de células T CD4 e CD8 e células B, cercadas por 

macrófagos, alguns dos quais contendo o Mtb (Flynn, 2004). Segundo Chan e 

colaboradores (2004), um processo granulomatoso pode persistir por anos e 

eficientemente manter o Mtb em estado de dormência, desde que o sistema imune 

se mantenha imunocompetente. Assim, o granuloma provavelmente serve como 
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uma espécie de nicho para o Mtb. Um outro dado importante é que o granuloma 

priva o Mtb de nutrientes e oxigênio e como consequência direta, este modifica o 

seu perfil gênico e sobrevive em estado de dormência nas lesõs granulomatosas. É 

provável que alguns desses produtos gênicos, tais como a alfa-cristalin e a proteína 

do choque térmico (Hsp), sirvam como principal antígeno ligado à dormência 

(Kaufmann & McMichael , 2005) 

A latência clínica da TB pode ser considerada como um equilíbrio entre o 

sistema imune e o Mtb, isto é, se esta resposta for eficiente, ou seja, conseguir 

conter a replicação do bacilo, este será destruído e a infecção controlada, caso 

contrário, poderá ocorrer multiplicação no meio intracelular, levando ao 

desenvolvimento da infecção primária ou doença pulmonar ativa (Saunders e cols., 

2002) mais freqüentemente vista em adultos como uma doença pulmonar com 

infiltrado ou cavidade no ápice do pulmão. Esta é a mais freqüente forma de TB em 

adultos (Smith e cols., 2004). A compreensão da latência e da reativação da TB, em 

relação ao hospedeiro  e ao bacilo, é crucial para o controle mundial da doença. 

 

 

2.3 IMUNOLOGIA DA TUBERCULOSE 

 

 

Indivíduos imunocompetentes podem controlar o desenvolvimento da TB 

através de duas linhas de defesas específicas. A primeira linha de defesa do sistema 

imunológico contra microrganismos invasores é formada por células 

polimorfonucleares e monócitos. Quando o Mtb atinge o sistema respiratório inferior,  

é capturado por estas células de defesa. Os macrófagos são os principais 

responsáveis na ativação de uma resposta imune específica contra a TB. 

Inicialmente eles se aderem e realizam a fagocitose da micobactéria. Os macrófagos 

infectados liberam interleucina (IL) 12 e 18, que estimulam predominantemente os 

linfócitos T CD4 a liberarem IFN-γ (Ellner, 1997), que por sua vez estimula a 

fagocitose do Mtb pelos macrófagos. Um outro mecanismo antimicobacteriano dos 

macrófagos é a fusão do fagolisossoma. O lisossoma contém numerosas enzimas 
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hidrolíticas e é uma organela muito ácida, assim sendo a fusão do lisossoma com o 

fagossoma contendo a bactéria ingerida é um mecanismo primário pelo qual o 

macrófago controla a infecção.  Essa fusão é aumentada quando os macrófagos são 

ativados pelo IFN-γ ou demais citocinas (Mckinney e cols., 2000). Relatos na 

literatura demonstraram que células dendríticas (DCs) também estão envolvidas na 

proteção contra o Mtb, como principais apresentadoras de antígenos (Demangel e 

cols., 1999). A transferência de DCs infectadas pelo BCG em camundongos levam a 

uma rápida resposta de IFN-γ contra antígenos micobacterianos, induzindo uma 

potente imunidade (Demangel e cols., 1999;Tascon e cols., 2000). Esses dados 

sugerem que durante a infecção as DCs localizadas nos pulmões migram para os 

linfonodos onde apresentam os antígenos para as células T e promovem a 

expansão de células T CD4 secretoras de IFN-γ. A estimulação da produção de IL-

12 por DCs por antígenos micobacterianos pode representar a principal via para 

iniciar uma resposta potencialmente protetora. A segunda linha de defesa do 

sistema imunológico é composta pela resposta humoral específica e pela imunidade 

mediada por células. Esta resposta específica contra o bacilo é considerada o 

principal mecanismo de defesa contra organismos intracelulares como o Mtb, e os 

antígenos apresentados pelos macrófagos levam à estimulação tanto de linfócitos T 

CD4 como de linfócitos T CD8 (Saunders e cols., 2002). Essa interação entre os 

linfócitos T e macrófagos é crucial na defesa do organismo contra os patógenos 

intracelulares (Abbas e cols., 1996). 

Antígenos do Mtb induzem a liberação do fator de necrose tumoral (TNF-α), 

que desempenha importante função no controle da TB através da formação dos 

granulomas, que é um processo de contenção do foco infeccioso gerando uma lesão 

pulmonar (Frieden e cols., 2003). Na ausência de TNF-α ou do receptor para TNF-α, 

a resposta granulomatosa é deficiente, ocorrendo uma  aguda infecção pelo Mtb em 

murinos. Os granulomas formados são desorganizados com poucos macrófagos 

ativados (Flyn e cols., 1995) e a colonização de linfócitos e macrófagos não é ideal 

para conter a infecção (Bean AGD e cols., 1999). Cadranel e colaboradores (1990), 

descreveram que células mononucleares do sangue periférico de pacientes com TB 

que apresentavam caquexia e alto grau de febre produziam uma maior quantidade de 

TNF-α do que as células de indivíduos com TB sem tais sintomas, sugerindo que o 

TNF-α possui uma função importante na imunopatologia da TB. Por outro lado, a 
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produção de TNF-α por macrófagos infectados é dependente da cepa de micobactéria 

que os infecta (Chatterjeer e cols., 1992; Zhang e cols., 1995),  sendo constantemente 

citado como o principal fator na injúria tecidual pulmonar (Rook e cols., 1987 e 1990; 

Moreira e cols., 1997). Assim sendo, o IFN-γ e TNF-α, representam o principal 

mecanismo através do qual são induzidas substâncias que controlam o crecimento 

intracelular micobacteriano, como o óxido nítrico (NO) e radicais intermediários de 

oxigênio (ROIs). Essas substâncias são produzidas principalmente por macrófagos, 

células dendríticas e linfócitos T (Henderson e cols., 1997; Ladel e cols., 1997; 

Barnes e cols., 1993). Bonecini-Almeida e colaboradores, (1998 a e b) 

demonstraram uma elevada expressão de NOS induzida (iNOS ou NOS2) em 

pacientes com tuberculose pulmonar, bem como associado à atividade 

micobactericida em macrófagos infectados com Mtb previamente estimulados com 

IFN-γ e contendo linfócitos do sangue periférico. A função relevante do NOS2 na TB 

também foi observada em estudos realizados em camundongos com deficiência 

nesta enzima. Os animais exibiram maior susceptibilidade para a infecção aguda ou 

crônica pelo Mtb, quando comparados a camundogos selvagens (Chan e cols., 

1995).  

A resposta protetora ao Mtb requer imunidade mediada por células. Este 

patógeno reside no interior de macrófagos e por isso, os mecanismos efetores 

exercidos pelas células T são mais importantes na resposta imune do que os 

anticorpos. Depois de uma semana de infecção com Mtb o número de células T CD4 

e CD8 que chegam aos pulmões vindas dos linfonodos aumentam (Feng e cols., 

1999; Serbina e cols., 2000). Entre a segunda e a quarta semana após infecção, as 

células T CD4 e CD8 migram para os pulmões e demonstram capacidade efetora e 

de memória (Serbina e cols. 1999; Feng e cols., 1999). Isso indica que células T 

ativadas migram para o sítio de infecção e interagem com células apresentadoras de 

antígenos.   

As células T CD4 possuem o papel principal na contenção da infecção pelo 

Mtb. Os antígenos do Mtb são apresentados pelos macrófagos pelo MHCII para 

células T CD4 que se encarregam de ativar linfócitos B e de os estimularem a 

sintetizar e liberar anticorpos. A ação das citocinas pode desencadear ainda uma 

resposta inflamatória, que dependendo de sua intensidade, pode contribuir para o 

agravamento da patologia da TB (Wadee e cols.,1993). As células T CD4 reativas ao 
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Mtb são facilmente detectadas em indivíduos expostos às micobactérias, pela 

demonstração da hipersensibilidade cutânea ao PPD in vivo e pela elevada resposta 

linfoproliferativa aos antígenos micobacterianos in vitro. A resposta de células T se 

correlaciona inversamente com a progressão da doença, verificando-se uma baixa 

resposta linfoproliferativa e inexistência de reação cutânea ao teste PPD em 

pacientes com TB pulmonar avançada (Toossi e cols., 1986). Estudos realizados por 

Muller e cols. (1987), em camundongos deficientes para células T CD4 

demonstraram que esse grupo de células é necessário para o controle da infecção. 

A epidemia de HIV tem demonstrado que a perda de células T CD4 aumenta 

consideravelmente a susceptibilidade a TB em hospedeiros humanos (Keane e cols., 

1997) 

Vários estudos têm demonstrado que a infecção pelo Mtb inibe a 

apresentação de antígenos para as células T CD4, através do MHCII, esse fato 

contribui para a incapacidade do hospedeiro em eliminar a infecção persistente. No 

entanto, a inabilidade das células T CD4 para eliminar o Mtb pode ser devido à falta 

de reconhecimento ou ativação de macrófagos infectados (Gong J-H e cols., 1996; 

Rojas RE, 1999). 

Durante muitos anos o foco das pesquisas em relação as células T, foram as 

células T CD4, porém nos últimos anos as células T CD8 passaram a receber 

atenção. Essas células reconhecem os antígenos micobacterianos atravé do MHCI, 

e esse antígenos são frequentemente derivados do citoplasma dessas células. 

Contudo, o Mtb não reside no citoplasma mas em vacúolos dentro das células 

infectadas. Estudos sugerem que o bacilo dentro dos vacúolos pode ter acesso ao 

citoplasma, usando para isso, poros encontrados nas membranas desses vacúolos 

(Mazzaccaro e cols., 1996; Teitelbaum e cols., 1999).  

A lise das células infectadas com o Mtb, pelas células T CD8 citotóxicas 

ocorre através da via perfurina/granzima ou pela via Fas/FasL (Stenger e cols., 

1997). Essas células citotóxicas são estimuladas a provocar a lise de macrófagos 

infectados com micobactérias, exercendo uma ação importante na defesa contra a 

TB ao liberar os bacilos do meio intracelular para serem destruídos por outros 

macrófagos já ativados ou induzir a apoptose com a  destruição da bactéria, 

evitando que possam infectar novas células. Contudo em humanos as células T CD8 

também produzem granulosimas, que penetram nos macrófagos por poros feitos 

pelas perfurinas, sendo diretamente tóxicas para o Mtb e representando dessa 



 

 

12

 

forma, um mecanismo pelo qual as células T CD8 contribuem para a morte dos 

bacilos dentro das células infectadas (Stenger e cols., 1997 e 1998).). Em 

consequência da ação citotóxica dos linfócitos T CD8 os bacilos são eventualmente 

liberados para muitas partes do corpo, tais como fígado, baço, meninges, ossos, rins 

e linfonodos, onde eles podem ser a fonte de disseminação da TB ou mais 

comumente ficarem dormentes no organismo ((Wadee e cols., 1993; Girard e cols 

2005).  

O importante papel das células T CD8 na proteção contra a TB foi sugerido 

através de diferentes experimentos. A depleção destas células, feita por anticorpos 

monoclonais, aumenta a infecção pelo Mtb em camundongos. Esse grupo de células 

também é capaz de transferir níveis moderados de proteção contra a TB quando 

isoladas na fase precoce da infecção (Bonato e cols., 1998). Contudo, foram 

relatadas evidências diretas do envolvimento destas células T CD8 citotóxicas, na 

defesa do hospedeiro contra o Mtb em humanos, esse fato sustenta as atuais 

tentativas de gerar resposta T citotóxica contra o Mtb pela vacinação (Lalvani e cols., 

1998). Experimentos realizados em camundongos têm revelado a necessidade de 

células T CD8 no controle da infecção pelo Mtb (Flynn e cols.,1992; Behar e cols., 

1999). Por outro lado, pesquisadores têm reportado que células T CD8 não são 

necessárias para o controle da infecção pelo Mtb (Mogues T e cols., 2001). 

Os linfócitos T CD4 e T CD8 humanos apresentam dicotomia quanto à produção 

de citocinas, similar ao modelo murino. Assim, as citocinas produzidas por linfócitos T 

CD4 e T CD8 do tipo Th1 secretam IFN-γ, IL-2, IL-3, e TGF-α, enquanto que linfócitos 

T CD4 e T CD8 do tipo Th2 secretam IL-4, IL-5, IL-6, IL-10,  TNF-α e IL-4. 

A atuação de cada um destes hormônios celulares resulta em diferentes 

espectros de ativação ou desativação celular. Foi demonstrado que o IFN-γ,  mediador 

da ativação de macrófagos produzido inicialmente por células NK ou células T, as 

quais são estimuladas por IL-12 proveniente de macrófagos infectados, é capaz de 

induzir atividade micobactericida em macrófagos humanos (Bonecini-Almeida e cols., 

1998a). A IL-12 promove uma importante ligação entre imunidade inata e adaptativa 

essencial para  a proteção contra o Mtb (Cooper e cols., 1993), sendo necessária 

para a sensibilização de uma resposta T-helper (TH1) por células T CD 4, além de 

estimular a produção de IFN-γ por essas células (Henderson e cols., 1997). 

Humanos com mutações no gene IL-12 ou no seu  receptor apresentam redução na 
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produção de IFN-γ por células T sendo mais susceptíveis a infecção pelo Mtb 

(Saunders e cols., 2002). Sabe-se, que a IL-12 é um heterodímero composto de 2 

subunidades (p40 e p35) e é produzida por células apresentadoras de antígeno, tal 

como macrófagos e células dendríticas após a ativação de receptores Toll-like pelos 

ligantes bacterianos (Aderem & Ulevitch, 2000). Alguns autores sugerem que os 

níveis de IFN-γ são diminuídos em pacientes com TB ativa (Zhang e cols., 1995).  

Citocinas do tipo Th2, como a IL-10, atuam como potentes inibidores da 

atividade celular inflamatória, inibindo a produção de óxido nítrico, a produção de 

citocinas pró-inflamatórias (IL-1, TNF-α), burst respiratório e a expressão de receptores 

para IL-1 e MHC II (Wallis e cols., 1990; Ogawa e cols., 1991). A TB humana ainda 

está sendo alvo de estudo para a determinação do padrão de citocinas que predomina 

durante a evolução desta doença. O balanço entre citocinas do tipo Th1, ditas como 

inibitórias (IFN-γ, TNF-α), ou do tipo Th2, ditas como aceleradoras do crescimento 

micobacteriano (IL-4, IL-10), pode ser importante na regulação da atividade 

micobactericida em macrófagos infectados pelo Mtb. Bonecini-Almeida e cols., (1997), 

demonstraram que células alveolares de pacientes com TB pulmonar ativa expressam 

citocinas Th1 (mRNA IL-2 e IFN-γ), em um ambiente também dito como Th2, pela 

presença de mRNA de IL-10 e IL-4. Segundo Bonecini-Almeida e cols., (2004), apesar 

de ter identificado a existência de óxido nítrico sintase induzida nos alvéolos 

pulmonares dos pacientes, não foi possível demonstrar a presença de radicais de 

nitrogênio (nitrito e nitrato) no fluído do lavado broncoalveolar ou mesmo em culturas 

de células alveolares estimuladas ou não com doses crescentes de IFN-γ, 

possivelmente pela ação de IL-4 e IL-10, presentes em grandes quantidades nos 

mesmos. Da mesma forma, o equilibrío IFN-γ e IL-10 regula o crescimento intracelular 

dos bacilos no interior dos macrófagos (Bonecini-Almeida e cols., 1998a).  

A interleucina 1 (IL-1) é responsável pelos estados febris característicos da TB 

(Dinarello, 1984) e pelo aumento da resposta inflamatória com indução de outras 

citocinas, como IL-6 e TNF-α, que estimulam a proliferação de células T pelo controle 

da expressão de receptores de IL-2 nestas células e produção desta mesma citocina 

(Platanias & Vogelzang, 1990). A importância da IL-1 na resposta imune 

antimicobacteriana ainda apresenta controvérsias, alguns estudos sugerem que esta 

citocina pode contribuir para a imunosupressão em alguns pacientes (Fujiwara e cols., 

1986). Uma possibilidade que corrobora com essa sugestão, é que a produção 
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excessiva de IL-1 resulta na expressão de receptores de IL-2 em monócitos os quais 

podem levar à inibição da proliferação de linfócitos T através do consumo de IL-2 

(Toossi e cols., 1990). 

Entender a imunidade do hospedeiro humano para a TB torna-se importante por 

inúmeras razões. No entanto, devemos saber que somente através do conhecimento 

de como a TB é reconhecida e controlada pelo sistema imune, poderemos desenhar e 

avaliar novas vacinas candidatas. Felizmente, a vacinação ainda representa uma 

importante meta no controle da TB, e quem sabe talvez, esta seja a melhor esperança 

para a erradicação da TB (Schluger 2001). 

 

 

2.4 VITAMINA D 

 

 

A VD é um dos hormônios sintetizado pelas formas mais ancestrais de 

organismos, por mais de 750 milhões de anos. Fitoplanctions, zooplanctions e 

muitas formas de plantas e animais que são expostos a luz solar possuem a 

capacidade de sintetizar a VD.  

A VD é uma substância lipossolúvel, chamada de secosteróide, pelo fato de 

possuir um dos anéis aromáticos quebrado. São reconhecidos dois secosteróides 

naturais: ergocalciferol ou vitamina D2 (25(OH)D), e e colecalciferol ou VD3 

(1,25(OH)2D) que são derivados da clivagem fotolítica dos anéis B do ergosterol e 7-

dehidrocolecalciferol, na pele (Brown e cols., 1999). A síntese cutânea da substância 

ativa a partir da pró-vitamina D3 ocorre na epiderme, por irradiação de luz ultra-

violeta, e depende de fatores como o tempo de exposição da pele ao sol, momento 

do dia em que ocorre a exposição, pigmentação da pele, idade, uso de filtro solar, 

estação do ano, poluição atmosférica, situação geográfica e má absorção intestinal 

(McKenna, 1992; Roncada, 2000; Douglas, 2002; Holick, 2003). Contudo, após a 

sua bioativação na pele, os precursores da VD, que são substâncias inertes, 

necessitam ainda serem submetidos a uma seqüência de hidroxilações para se 

transformarem na forma biologicamente ativa. O primeiro processo de hidroxilação 

ocorre no fígado e o segundo e mais importante ocorre nos rins. Essa segunda, 
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hidroxilação dá origem ao hormônio definitivo com maior atividade fisiológica, 

denominado 1,25-diidroxicolecalciferol (1,25(OH)2D), também chamado calcitriol 

(Roncada, 2000; Douglas, 2002), bem como, outro isômero inativo – 24,25 

diidroxicolecalciferol (Ustianowski e cols., 2005). A forma ativa da VD, após ser 

sintetizada nos rins, é transportada para os tecidos alvos tal como ossos e intestino; 

onde desenpenham seu papel na homeostase de cálcio e fosfato, bem como atuam 

na proliferação e diferenciação celular (Tashiro e cols., 2004), na modulação da 

resposta imune (Piemonti e cols., 2000) e no metabolismo ósseo pela absorção de 

cálcio (Sawada e cols., 2001).  

 As necessidades diárias de VD podem ser obtidas a partir de quantidades 

apropriadas na alimentação. Como fontes de VD temos: a gema de ovo, arenque, 

cavala, salmão, sardinha, atum, derivados lipídicos do leite e óleo de fígado de 

bacalhau. Em geral, recomenda-se 5 a 30 minutos de exposição diária da pele ao 

sol para manter níveis satisfatórios de VD circulante (Holick, 2003). 

 É importante lembrar que atualmente alguns alimentos são industrialmente 

enriquecidos com VD (Roncada, 2000; Douglas, 2002; Holick, 2003). No Brasil, por 

exemplo, podem ser citados leite em pó, achocolatados em pó, suplementos 

alimentares do tipo Sustagem, NutrenActive e similares, farinha láctea, farinhas de 

milho e de arroz, flocos de cereais.  

Como preconizado, a quantidade diária necessária de VD recomendada em 

1998 pelo “Food and Nutrition Board Institute of Medicine” é 200 IU para crianças, 

400 IU adultos homens e mulheres até 51 anos. Para mulheres com mais de 51 

anos e homens com mais de 70, a recomendação é de 600 IU/dia ou 800 IU/dia, 

respectivamente (Norman, 2000).  

Para determinar o estado desta vitamina num indivíduo, a melhor maneira é 

dosar a concentração sérica de 25(OH)D cuja concentração normal é, geralmente, 

descrita entre 20 e 150 nmol/L que equivale manter-se entre 8 e 60 ng/mL (Holick, 

1987). Contudo, Lips e cols. (2004) descreveram que níveis de 50 nmol/L ou 20 

ng/mL são considerados apropriados e classificam a deficiência de VD como: 

deficiência leve, quando a concentração de 25(OH)D se encontra entre 50 e 

25nmol/L; deficiência moderada, quando a concentração se encontra abaixo de 25 

nmol/L e; deficiência grave, quando a concentração se mostra abaixo de 12,5 
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nmol/L. Esta vitamina é criticamente importante para o desenvolvimento, 

crescimento e manutenção do esqueleto (Holick, 2003). 

 

 

2.5 VITAMINA D E O SISTEMA IMUNE 

 

 

A forma ativa da VD, 1,25-dihidroxivitamin D3 (1,25(OH)2D), não regula 

apenas o metabolismo dos ossos e do cálcio, mas exerce outras atividades 

biológicas, incluindo imunomodulação através do receptor de VD (VDR), um membro 

da superfamília de receptores nucleares de hormônios. A descoberta de que o VDR 

é constitutivamente expresso em células apresentadoras de antígenos (APCs), 

como macrófagos e DCs e é expresso de forma induzida em linfócitos ativados 

sugere um importante papel da VD no sistema imune (Mathieu e cols., 2002). Esta 

regulação é mediada através de fatores de transcrição nuclear, como NF-AT e NF-

κB ou por interação direta com elementos respondedores à VD na região promotora 

dos genes de determinadas citocinas produzidas por células do sistema imune 

(Mathieu e cols., 2002).  

Em relação aos efeitos da VD em monócitos, estes apresentaram importante 

inibição da expressão das moléculas de MHC II, diminuindo, dessa forma, a sua 

capacidade de ativar células T (Xu e cols., 1993). Contudo, em contraste com a 

atenuação da apresentação de antígenos, a quimiotaxia e a capacidade fagocítica 

de monócitos e macrófagos necessárias para a citotoxicidade de células tumorais e 

atividade microbactericida dessas células é intensificada pela exposição à VD (Xu e 

cols., 1993). Além disso, em macrófagos ativados, a enzima responsável pela 

síntese da forma ativa da VD, a 25(OH) D3-1-α-hidroxilase, é expressa (Overbergh e 

cols., 2000), tornando-os hábeis para sintetizar e secretar a forma ativa da VD 

(1,25(OH)2D). Embora a enzima encontrada em macrófagos seja idêntica à 

conhecida forma renal, a sua expressão é regulada de forma diferente. A 1-α-

hidroxilase renal é regulada por mediadores de cálcio e de homeostase óssea, 

todavia esse fenômeno nos macrófagos ocorre sobre o controle de sinais imunes, 

tais como o IFN-γ (Hewison e cols., 2003). Porém, macrófagos e DCs não 
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apresentam feedback negativo para a produção de VD, explicando a ocasional 

hipercalcemia em situações em que ocorre uma hiper ativação de macrófagos. A VD 

tem a capacidade de inibir potencialmente a maturação de DCs por um mecanismo 

dependente de VDR (Penna e cols., 2000). O efeito da VD em relação às DCs, está 

relacionada a diminuição da expressão de receptores co-estimulatórios (CD40, 

CD80 e CD86), responsáveis pela produção de sinais secundários, necessários para 

a total ativação de células T (Halteren e cols., 2002). Em experimentos realizados in 

vitro, demonstraram que a diferenciação de DCs a partir de seus precursores 

(monócitos humanos ou precursores derivados da medula óssea de murinos) é 

inibida pela VD e em alguns casos observou-se aumento de células CD14 positivas, 

que são marcadores de superfície de monócitos. Dessa forma, a função de 

apresentação de antígenos é severamente alterada pela VD (D´Ambrósio e cols., 

1998).   

A secreção de citocinas pelas APCs que são cruciais para o recrutamento e 

ativação de linfócitos T, também são influenciadas pela VD. A IL-12, principal 

citocina envolvida na direção em que o sistema imune será ativado (Th1 ou Th2), é 

claramente inibida pela VD em DCs, como em outras APCs (D´Ambrósio e cols., 

1998).  A IL-12 estimula o desenvolvimento de linfócitos T CD4 Th1 e inibe o 

desenvolvimento de T CD4 Th2. Devido à inibição de IL-12, observada in vitro e in 

vivo, a VD é capaz de interferir diretamente com os eventos da cascata imune 

mudando o perfil de resposta Th1 para Th2 (Penna e cols., 2000; Halteren e cols., 

2002). Todavia, a expressão de IL-10 (citocina anti-inflamatória), oposta a resposta 

Th1, encontra-se aumentada após o tratamento com VD (Penna e cols., 2000; 

Halteren e cols., 2002). Além disso, a VD inibe a produção da IL-2 que é um fator de 

desenvolvimento autócrino de linfócitos T, dessa forma, previne a ativação e 

proliferação dos mesmos, induzindo a um perfil de resposta tipo Th2 (Takeuchi e 

cols., 1998). Boonstra e colaboradores (2001) demonstraram o desenvolvimento de 

linfócitos Th2 com aumento da produção de IL-4, IL-5 e IL-10 após tratamento in 

vitro com VD. 

Outros fatores secretados pela APCs também são influenciados pela VD. A 

expressão da citocina TNF-α por monócitos e macrófagos também é modulada pela 

VD. Em geral o estágio de diferenciação e maturação dessas células determina a 

sua resposta à VD, assim, a produção de TNF-α é aumentada em células imaturas e 

em células da medula óssea (Hakim e cols., 2003), por outro lado, nota-se uma 
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diminuição da produção de TNF-α após o tratamento de células maduras, como em 

células mononucleares, com VD (Panichi e cols., 2003).  

Funcionalmente, a capacidade de APCs para induzir ativação de linfócitos T, 

proliferação e secreção de citocinas é profundamente modificado pela VD (Penna e 

cols., 2000). Linfócitos T virgens apresentam completa hipo responsividade (inibição 

da proliferação e produção de citocinas) in vitro na presença de DCs tratadas com 

VD (Penna e cols., 2000). Além disso, estudos realizados por Penna e 

colaboradores (2000) e Halteren e colaboradores (2002), demonstraram que 

linfócitos humanos T CD4 autoreativos podem ser afetados por DCs tratadas com 

VD, apresentando diminuição na produção de IFN-γ, sugerindo um redirecionamento 

para o perfil de citocinas Th2. A VD in vivo, pode induzir propriedades tolerogênicas 

nas DCs, como foi demonstrado em modelos de rejeição de transplantes e auto 

imunidade (Gregori e cols., 2001). Após o tratamento com uma combinação de VD e 

mofetil micofenolate (imunossupressor), in vivo, pode-se observar a geração de DCs 

tolerogênicas, provavelmente responsáveis pelo aumento no número de linfócitos T 

regulatórios encontrados nos linfonodos regionais (Gregori e cols., 2001). Contudo, é 

comumente aceito que a indução de linfócitos T regulatórios pela VD, ocorre 

indiretamente, através de DCs tolerogênicas. Estudos em encefalomielite auto imune 

(EAE) relatam que APCs in vitro cultivadas com uma combinação de VD e 

dexametasona (imunossupressor) pode induzir diretamente a produção de IL-10 por 

linfócitos T reguladores, prevenindo a demielinação em uma via antígeno específica 

(Barrat e cols., 2002).  

Como a VD possui efeito imunomodulatório, é possível encontrar diversos 

trabalhos que descrevem a funcionalidade dessa vitamina quando presente em 

níveis considerados normais, assim como os efeitos da sua carência no sistema 

imune. Chan e colaboradores (2000) sugerem que sua deficiência pode levar ao 

mau funcionamento desse sistema. Pessoas com severa deficiência de VD são mais 

susceptíveis a infecções, como a TB. Estudos relatam funções defeituosas de 

macrófagos, como a quimiotaxia, fagocitose e produção de citocinas pró-

inflamatórias, em indivíduos com baixos níveis de VD (Kankova e cols., 1991), assim 

como, pode-se notar uma diminuição de reação de hipersensibilidade do tipo tardia 

(Yang e cols., 1993).   

A relação entre níveis séricos de VD e a ocorrência de doenças infecciosas e 

autoimunes tem sido descrita. Dados na literatura demonstraram que indivíduos com 
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falência renal crônica apresentam resposta imune mediada por células deficiente, 

possivelmente devido à diminuição dos níveis de VD no soro em paciente com 

falência renal hemodialisados ou não (Selroos e cols., 1973). Alguns autores 

relataram que a VD possui efeito terapêutico e que pode restaurar a imunidade 

mediada por células (Tabata e cols.,1986).  

DeLuca & Cantorna (2001), usaram o modelo de transplante de coração em 

camundongos para observar os efeitos da VD na rejeição a transplantes e foi 

possível observar que após 27 dias do transplante o processo de rejeição estava 

completo. Contudo, camundongos transplantados que receberam VD, foram 

protegidos por 100 dias. Esses resultados em modelo animal ilustram claramente 

que a imunidade mediada por células T pode ser regulada pela administração de VD 

exógena. Por outro lado, a carência de VD na dieta aumenta a incidência e 

severidade de doenças autoimunes, pontuando uma importante ação regulatória 

desse hormônio. A ação da VD como imunossupressora da imunidade mediada por 

células, parece ser específica não interferindo com a habilidade de camundongos na 

sua defesa contra infecções oportunistas. Camundongos tratados com VD foram 

testados em relação à susceptibilidade à duas doenças infecciosas (DeLuca & 

Cantorna, 2001). Uma delas foi infecção por Candida albicans, comumente 

encontrada em pacientes transplantados; a outra foi herpes viral. Em ambas, não 

houve interferência da VD no curso da doença, simultanemente doses idênticas de 

VD foram totalmente efetivas na prevenção da rejeição de transplantes. Por isso, a 

VD vem sendo classificada como imunossupressora seletiva, mas atualmente esse 

mecanismo permanece incompreendido (DeLuca & Cantorna, 2001). 

DeLuca e colaboradores, (2001), ao estudarem EAE, relataram a incidência 

dessa patologia em 100% dos camundongos alimentados com uma dieta contendo 

8,7% de cálcio, porém sem VD. Contudo, quando esses animais foram 

suplementados diariamente com 1,25(OH)2D, conseguiram prevenir o aparecimento 

das lesões características da doença. Devido aos resultados positivos nos estudos 

de EAE, DeLuca e colaboradores, (2001), decidiram estudar outras doenças auto-

imunes. Assim sendo, o grupo estudou artrite auto-imune e observou que a 

administração de VD preveniu as lesões. Anteriormente, em 1992, Lemire e 

colaboradores, descreveram em camundongos uma atenuação dessa patologia, 

pela suplementação com VD, três vezes por semana. Da mesma forma, Cantorna e 

colaboradores (2000), investigaram o possível tratamento ou prevenção de doença 
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inflamatória intestinal (IBD) pela VD. A deficiência de VD acelera o aparecimento dos 

sintomas e aumenta a severidade para IBD em camundongos knock-out para IL-10, 

que desenvolvem os sintomas entre 6 a 8 semanas, sendo possível observar que a 

suplementação com VD, previne o desenvolvimento da doença. 

Uma outra desordem auto-imune estudada é a diabetes do tipo 1. DeLuca e 

colaboradores (2001) reportaram que em camundongos com deficiência de VD, 

houve uma aceleração do aparecimento, bem como, o aumento da patologia. 

Todavia, uma posterior administração de VD em doses diárias protegeu 

parcialmente os camundongos do desenvolvimento de diabetes, mesmo assim, as 

taxas de incidência foram na ordem de 30 a 40%. No entanto, o aumento na 

dosagem diária de VD mostrou-se capaz de prevenir o aparecimento de diabetes. 

Contudo, a VD nao possui efeitos benéficos para todas as doenças. No caso 

da asma, foram realizados experimentos em camundongos knock-out para VDR, 

camundongos selvagens, e camundongos selvagens tratados com VD, em todos os 

animais a asma foi induzida. Foi possível observar que camundongos selvagens 

desenvolveram asma e que camundongos knock-out para VDR não conseguiam 

montar uma resposta tipo Th2 nos pulmões. O tratamento de camundongos 

selvagens com VD não teve efeito sobre a severidade da doença. A ausência de 

sinalização de VD através do VDR protegeu esses animais do desenvolvimento da 

asma (Wittke e cols., 2004). 

Dados na literatura apresentam controvérsia em relação à atuação da VD no 

sistema imune. Um outro grupo demonstrou que quando comparados resultados in 

vitro e clínicos foi possível observar uma discrepância em relação à função da VD no 

sistema imune: os metabólitos de VD possuem um efeito imunoinibitório in vitro, mas 

estimulatório in vivo. Esse fato pode ser explicado pelo excesso na concentração de 

VD utilizado nos experimentos (Yang e cols., 1993). Zarrabeitia e colaboradores, 

(1990), demonstraram que a adição de VD na concentração de (10-11 M) induziu a 

um pequeno, mas significante aumento (11%) na proliferação de linfócitos de 

pacientes que fazem hemodiálise. Quando foi utilizada uma concentração elevada 

de VD (10-9 a 10-7 M) observou-se uma inibição de (60%) na mitose de células de 

pacientes que fazem hemodiálise e indivíduos saudáveis. Vale salientar que, 

elevadas concentrações de VD in vitro não são achadas in vivo, a não ser em 

situações de extrema toxidade. 
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Esses resultados tornam aparente que a capacidade dessa vitamina em 

estimular ou inibir o sistema imune é dose dependente e por isso, sua concentração 

deve encontrar-se em equilíbrio acarretando um adequado funcionamento do 

sistema imune. 

 

 

2.6 VITAMINA D E TUBERCULOSE 

 

 

A possibilidade do envolvimento da VD na TB tem sido levantada há muito 

tempo. Em 1800, a  terapia com VD na forma de óleo de fígado de bacalhau e 

exposição a luz solar eram usados para tratar pacientes com TB (Davies e cols., 

1987). Antes da descoberta das drogas anti-micobacterianas a VD era usada para 

tratar pacientes com TB cutânea nos quais foram observados efeitos 

impressionantes (Dowling & Prosser-Thomas, 1946). O interesse no uso da VD 

declinou com o desenvolvimento de drogas anti-micobacterianas, mas nos últimos 

anos muitas evidências têm sido relatadas sobre a VD e a imunidade para TB 

(Bellamy, 2000). Dados descritos na literatura mostram que o sistema imune é 

diretamente influenciado pelo status nutricional do indivíduo, mais especificamente, 

a má nutrição afeta de maneira negativa a capacidade de estabelecer uma resposta 

imune adequada contra agentes infecciosos, acarretando em uma redução das 

imunidades celular e humoral (Chandra e cols, 1994). Todavia, ainda não se tem 

comprovação se é a deficiência de VD que precede o desenvolvimento da TB ou se 

a deficiência nutricional causada por esta doença leva a baixas concentrações de 

VD (Bellamy, 2000). Relatos na literatura descrevem uma probabilidade dez vezes 

maior de desenvolver TB em indivíduos com baixos níveis séricos de VD 

(Rook,1988) em indivíduos vegetarianos restritos (Wilkinson et al,. 2000), quando 

ambas populações são pouco expostas à luz solar. Assim, inúmeros estudos 

sugerem associação entre o metabolismo de VD e a imunidade paraTB, dessa forma 

a deficiência de VD tem sido associada com a susceptibilidade e severeridade da TB 

(Rockett e cols., 1998 ; Wilkinson e cols., 2000). Em modelos animais, a infecção 

com o Mycobacterium bovis produz aumento da concentração de 1,25(OH)2D no 
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soro em gado. Por outro lado, o aumento da colonização nos pulmões e no 

tamanhos das lesões, pode ser observado em camundongos com deficiência de 

vitamina D (Waters e cols., 2004). De acordo com Zittermann (2003), a VD é viável 

em induzir a diferenciação de monócitos em macrófagos, que por sua vez, 

representam a primeira linha de defesa inespecífica do sistema imune contra o Mtb. 

Esse hormônio aumenta a atividade das enzimas lissossomais dos macrófagos e 

ainda facilita a atividade citolítica pelo aumento da fagocitose (Zittermann, 2003). 

Esse efeito tardio se dá pelo aumento da expressão de receptores de superficie Fc 

(Boltz-Nitulescu e cols., 1995) e pelo aumento do busrt repiratório (Cohen e cols., 

1986). Macrófagos alveolares de pacientes com TB podem produzir grandes 

quantidades de 1,25(OH)2D e a concentração desse metabólito nos granulomas 

pode ser suficiente para prevenir o crescimento bacteriano (Chandra, 2004). 

Segundo Crowle e  colaboradores (1987), para haver uma proteção efetora da VD 

sobre monócitos e macrófagos infectados com o M. tuberculosis, é necessário uma 

concentração de 4 μg/ml in vitro, sendo considerada  maior do que o encontrado 

normalmente na circulação in vivo, contudo esta mesma concentração de VD é 

encontrada nos granulomas. Assim sendo, esses achados conectam a VD e 

imunidade para a TB, sugerindo o papel da VD como um fator vital no controle da 

TB. 

Concentrações séricas do hormônio calcitriol (VD ativa) em pacientes com TB 

são mais baixas do que em indivíduos controles saudáveis em população da 

Inglaterra (Chan, 1999), no entanto não diferem estatisticamente entre a população 

da  Indonésia (Grange e cols., 1985). Contudo, foi demonstrado que pacientes com 

TB podem produzir calcitriol bem como outros metabólitos nos sítios de atividade da 

doença (Rook, 1988). Essa produção espontânea de metabólitos de VD pelos 

tecidos granulomatosos podem ter consequências clínicas favoráveis ou 

desfavoráveis (Rook, 1988). Assim, a produção de calcitriol ou outros metabólitos 

podem ter efeitos deletérios, mediados pela rede endócrina. Dados na literatura 

demonstrarm controvérsias em relação a produção de VD pelos pacientes com TB. 

Alguns trabalhos relatam, uma hipercalcemia com níveis aumentados de calcitriol em 

alguns pacientes com TB, contrastando com os estudos realizados por Chan (1999), 

em pacientes anéfricos (Cadranel e cols., 1988). Essa produção em alta escala dos 

metabólitos de VD nos pacientes com TB podem contribuir para caquexia e febre 

(Rook e cols., 1987). Por outro lado, assim como os metabólitos de VD podem ser 



 

 

23

 

deletérios para os pacientes com TB pelas razões descritas acima, em outras 

circunstâncias, várias linhas de estudos sugerem que o calcitriol (1,25(OH)2D) 

operando dentro da mesma rede de hormônios autócrina/parácrina, pode ser 

benéfica para esses pacientes com TB. Logo, foi demostrado que células obtidas 

dos sitios granulomatosos convertem 25(OH)2D em 1,25(OH)2D, bem como 

expressam o VDR (Biyoudi-Vouenze e cols., 1991). Um dado importante é que 

estudos realizados na década de 90 por Cadranel e colaboradores (1990) sugeriram 

que a produção extrarenal de calcitriol ocorria na maioria dos pacientes com TB, 

mas infelizmente não se teve nenhuma informação comparando a produção dos 

metabolitos de VD e a apresentação clínica desses pacientes com TB nessa época. 

No entanto, outros estudos demonstraram que em contraste com os indivíduos 

controles, os pacientes com TB foram capazes de sintetizar calcitriol e que os 

macrófagos podem contribuir muitas vezes para essa produção (Cadranel e 

cols.,1994), quando estimulados por sinais do sistema imune, como o IFN-γ 

(Hewinson e cols., 2003). Estudos com células T de lavado bronco alveolar de 

pacientes com TB, demonstraram a capacidade dessa células em converter 

25(OH)D em 1,25(OH)2D e expressar mais receptores de VD do que indivíduos 

controle (Davies e cols., 1985; Cadranel e cols., 1990). Assim sendo, os linfócitos T 

são predominantes fontes do metabolismo de VD nos pulmões dos pacientes com 

TB. Sabe-se também que o calcitriol regula negativamente  a transcrição de TACO 

(“trytophan-aspatate containing coat gene”), que está envolvido na sobrevivência 

intracelular do Mtb em macrófagos humanos (Anand & Kaul, 2003).  

Recentemente Martineau e colaboradores (2007a), relataram suplementação 

de VD em pacientes com TB juntamente com o uso de medicação específica. 

Contudo, existe controvérsia em relação  a dosagem adqueda de VD, administrada 

nos pacientes. Doses elevadas possivelmente são responsáveis pela hipercalcemia 

apresentada em alguns casos (Abbasi e cols., 1979). Alguns trabalhos relatam que 

as drogas anti-tuberculostáticas diminuem o nível sérico de VD circulante (forma 

ativa e inativa) em indivíduos saudávies, porém não explicam a baixa incidência de 

hipercalcemia em pacientes que não começaram a antibiótico-terapia (Brodie e cols., 

1982). Nesta mesma linha, a suplementação com uma dose de 2,5 mg de VD 

intensifica significantemente a capacidade micobactericida in vitro  de macrófagos de 

contatos de pacientes com TB, sem contudo apresentarem  hipercalcemia e sem 

afetar a produção de IFN-γ (Martineau e cols., 2007b). De modo interessante, foi 
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observado que a VD é capaz de reduzir a transcrição e secreção de IFN-γ, IL-12 e 

TNF em células mononucleares e macrófagos infectados, indicando assim que a 

proteção relacionada a suplementação da VD pode não estar associada somente a 

estas citocinas. Neste caso, a VD inibiria o crescimento intracelular do Mtb através 

do aumento da produção de NO2 e do peptideo LL-37, capaz de reduzir em 75,7% o 

crescimento do Mtb in vitro (Martineau e cols., 2007c). 

Assim, muitas evidências sugerem que o calcitriol está envolvido na 

imunidade para a TB e que a deficiência deste hormônio pode estar relacionada à 

susceptibilidade para TB (Bellamy & Hill, 1998), devido ao mal funcionamento de 

monócitos e macrófagos (Chan, 2000). 

Sabe-se que a VD exerce sua função no sistema imune via VDR e que muitas 

das suas atividades biológicas são mediadas pela alta ou baixa afinidade com este 

receptor celular. O complexo ligante/receptor regula a transcrição de genes que 

estão envolvidos no ciclo celular, apoptose e diferenciação (Simboli-Campbell e 

cols., 1996). O VDR pertence à superfamília dos receptores ativados por ligação, 

que é responsável por mediar as ações biológicas da VD. Os metabólitos ativos da 

VD contribuem para a manutenção da homeostase do cálcio, ligando-se ao VDR e 

alterando a transcrição dos genes alvo. O VDR é um receptor de hormônio nuclear, 

localizado no cromossoma 12 na regiao q12-14(13q1). A expressão de VDR ocorre 

em uma variedade de organismos e já foi clonado em galinha, camundongos, ratos e 

principalmente em humanos (Kamei e cols., 1995). Variações genéticas no VDR têm 

sido associado com concentrações circulantes no soro de 25(OH)D, bem como com 

a densidade mineral óssea (Riggs e cols., 1997). Se a deficiência de VD é um fator 

de risco para a TB, conseqüentemente variações no gene VDR podem estar 

associados com a TB (Bellamy e cols., 1999).  

Roth e colaboradores (2004) encontraram uma distribuição para os genótipos 

de VDR, entre pacientes com TB pulmonar e controles peruanos, de 90% de 

homozigotos (TT) e 10% de heterozigotos (Tt) sem encontrar sequer um homozigoto 

(tt ) em cada grupo. Seus achados foram correlacionados com o tempo decorrido 

entre o início do tratamento e a negativação da cultura de escarro indicando que os 

pacientes com genótipo Tt (gene Taq1) apresentaram resultado negativo mais 

rapidamente, próximo a 30 dias, do que aqueles com genótipo TT. 

Em estudos preliminares realizados em nosso laboratório, analisando 

polimorfismo no gene Taq1 do VDR, foi observado a presença de homozigotos (TT) 
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em 40% dos pacientes e 32% dos indivíduos controles; heterozigotos (Tt) em 50% 

dos pacientes e 44% dos indivíduos controles; homozigotos (tt) em 10% dos 

pacientes e 24% dos indivíduos controles. Esses resultados são compatíveis com 

aqueles encontrados por Bellamy e colaboradores (1999), ao estudarem a 

população africana encontrando sub-representação do genótipo tt entre os pacientes 

de TB e Wilkinson e colaboradores (2000), ao estudarem indianos. Contrariando 

esses resultados, Selvaraj e colaboradores (2000), em estudo com a população 

indiana encontraram indícios da associação do genótipo tt à susceptibilidade à TB 

em mulheres. 

No Rio de Janeiro, a população é reflexo da miscigenação de diversas raças 

que colonizaram o Brasil (índios, africanos, portugueses, italianos, espanhóis, 

holandeses, alemães, poloneses, ucranianos e judeus) o que possivelmente 

explicaria a prevalência de heterozigotos em 50% dos pacientes e 44% dos 

controles. Uma análise com maior número amostral está sendo realizada pra 

confirmar estes dados.    

Hipotetizamos, com base em resultados preliminares, discordantes dos relatos 

anteriormente publicados - onde a TB (em indivíduos de origem Indiana e Africana) 

estava associada à avitaminose D e a presença do alelo tt no VDR - que na 

população estudada os baixos níveis séricos de vitamina D e o polimorfismo no VDR 

não estão associados ao aparecimento da TB. Outros fatores podem estar 

relacionados, como os mecanismos de transporte da vitamina, realizados através da 

proteina de transporte da VD (VDBP).  

 

 

 

2.7 PROTEÍNA DE TRANSPORTE DE VITAMINA D 

 

 

A forma inativa (25(OH)D) e a forma ativa (1,25(OH)2D) da VD são moléculas 

lipossolúveis. Devido a sua baixa solubilidade em meio aquoso do plasma, os 

compostos da VD são transportados na circulação ligados a VDBP, conhecida 

anteriormente como - Gc-globulina ou componente grupo específico do soro. A 
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VDBP é uma proteína multifuncional, com 458 aminoácidos de aproximadamente 50 

a 58 kDa (Lauridsen e cols., 2004). A proteína VDBP é expressa pelo gene DBP, 

membro de um cluster multigênico que inclui a albumina, α-fetoproteina e α-

albumina/afamina e está localizado no cromossoma 4q11-13 e contém três 

polimorfismos: um polimorfismo no (TAAA)N no intron 8; e dois no exon 11, levando 

a substituição de T→G que troca o ácido aspártico pelo ácido glutâmico no códon 

416; e uma substituição de C→G no códon 420 que muda a treonina por lisina 

(Braun e cols., 1993; Apud Pani 2002).  

Os dois polimorfismos no exon 11 são codificados por um dos três alelos co-

dominantes do gene DBP: Gc*1F(fast), Gc*1S(slow) e Gc*2 (Ito et al, 2004). Desta 

forma, a combinação desses 3 alelos dá origem a 6 fenótipos comumente 

encontrados na população (F/S, F/F, S/S, S/2, F/2, 2/2). Os outros três fenótipos são 

considerados raros, todavia foi possível encontrar um destes fenótipos entre o nosso 

grupo de pacientes (S/2-Glu/Thr + Glu/Lys) (Ye e cols.,2001). Por se tratar somente 

de um único indivíduo, este foi excluído da análise estatística.  

Em conseqüência das variações nos polimorfismos de DBP ocorre uma 

diferença na afinidade pela 1,25(OH)2D sérica (Pani et al, 2002). Assim, Lauridsen e 

colaboradores (2005) reportaram que a afinidade de ligação entre a 1,25(OH)2D 

sérica e a VDBP ocorre dependente dos diferentes tipos de fenótipos, ou seja, os 

portadores do grupo de fenótipo Gc1-1 (1S/1S, 1F/1F, 1F/1S) possuem elevada 

afinidade de ligação com o calcitriol, enquanto que o grupo Gc1-2 (2/1S, 2/1F) 

possui afinidade de ligação intermediária e o grupo Gc2-2 (2/2) baixa afinidade de 

ligação. Esta afinidade se relaciona a posterior disponibilidade de VDBP e os níveis 

séricos da forma ativa e inativa de vitamina D. No entanto a concentração 

plasmática de 1,25(OH)2D e o índice de 1,25(OH)2D (dividido pela VDBP 

plasmática) não diferiu entre os grupos estudados (Lauridsen e col., 2005). Contudo, 

a concentração de VDBP no plasma difere entre os grupos, assim o grupo de 

fenótipo Gc1-1 (1S/1S, 1F/1F, 1F/1S) possui elevada concentração, enquanto que o 

grupo Gc1-2 (2/1S, 2/1F) possui concentração intermediária e o grupo Gc2-2 (2/2) 

baixa concentração (Lauridsen e col., 2001) (resumido na Tabela 2). 
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Tabela 2: Afinidade de ligação entre os grupos de fenótipos de VDBP e Vitamina D e concentração 
plasmática de VDBP 
 
 GRUPOS 

 
Gc 2/2 Gc 1/1 Gc 1/2 

AFINIDADE ⇑ ⇑ ⇑ ⇑ ⇑ ⇑ 

FENÓTIPOS 2/2 S/S F/F F/S 2/S 2/F 

GENOTIPOS 
 

Hs Hs 
 

hS hS 
 

HS HS 
 

HS hS 
 

HS hs 
 

HS Hs 

PROTEÍNAS 

 
Asp/Lys 

+ 
Asp/Lys 

 
Glu/Thr 

+ 
Glu/Thr 

 
Asp/Thr 

+ 
Asp/Thr 

 
Asp/Thr 

+ 
Glu/Thr 

 
Glu/Thr 

+ 
Asp/Lys 

 
Asp/Thr 

+ 
Glu/Lys 

 
Asp/Thr 

+ 
Asp/Lys 

NÍVEL DE 
VDBP ⇑ ⇑ ⇑ ⇑ ⇑ ⇑ 

Afinidade de ligação dos grupos de Gc-globulin e a VD (⇑=pouca afinidade, ⇑⇑=média afinidade de 
ligação, ⇑⇑⇑=elevada afinidade de ligação). 
 

 

A síntese da VDBP ocorre no fígado dependente de estrogênio e aumenta 

durante a gravidez e em terapias com estrogênio (Speeckaert e cols., 2006). Em 

indivíduos saudáveis a sua concentração no plasma varia de 300 a 600 µg/mL 

(Cooke e cols., 1986). E é encontrada circulando no plasma em concentrações 20 

vezes maior do que o total de metabólitos circulantes de VD. Apenas 5% do total da 

VDBP existente no plasma humano normal estão ocupados com os metabólitos de 

VD. E mesmo estando presente em menor quantidade, a proteína VBDP possui a 

capacidade de ligação com a 25(OH)D de 88% de afinidade (alta afinidade) e com a 

1,25(OH)2D de 85% de afinidade (menor afinidade), podendo influenciar na 

farmacocinética desta vitamina (White & Cooke, 2000). Assim sendo, pode-se 

preconizar que em condições fisiológicas normais, praticamente todos os compostos 

de VD estão ligados à VDBP. Elevadas quantidades de VD são consideradas tóxicas 

para o organismo, por isso, a VDBP tem um papel importante na defesa contra 

intoxicação resultante do excesso de VD, capturando os metabólitos livres de VD no 
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soro (Bouillon e cols., 1981). A VDBP livre e aquela ligada aos metabólitos de 

vitamina D são filtradas através dos glomérulos e reabsorvidas pelo receptor 

endocítico chamado megalin nas células dos túbulos proximais (White & Cooke, 

2000). A endocitose da VDBP ligada à VD é mediada pelo receptor megalin e parece 

ser a principal rota para preservar os níveis de circulação de 25(OH)D e 1,25(OH)2D 

pela 1-α hidroxilase renal. De fato, em camundongos knock-out para megalin 

observa-se um aumento na excreção urinária de 25(OH)D e VDBP, além de uma 

séria deficiência de VD com comprometimento ósseo (White & Cooke, 2000). Esse 

estudo indica que na ausência de VDBP, ocorre uma captura mais rápida dos 

metabólitos de 25(OH)D, assim como a sua ativação em 1,25(OH)2D que ocorre por 

uma outra via independente do receptor megalin. Porém, camundongos Knock-out 

para o receptor megalin, não sobreviveram, não sendo possível a mensuração dos 

níveis de 25(OH)D e 1,25(OH)2D. Esses dados suportam a idéia de que, apesar de 

existir uma outra rota para a possível ativação de 25(OH)D em 1,25(OH)2D, a rota 

através do receptor megalin deve ser a principal para  ativação da VD (White & 

Cooke, 2000). 

Segundo Haddad e colaboradores (1981), em experimentos realizados em 

animais a VDBP ou VDBP ligada a VD, encontra-se amplamente distribuída em 

vários órgãos como os rins, fígado, musculatura esquelética, coração, pulmão, 

intestino e ossos. Podendo ser encontrada em fluidos corporais como fluido do 

epitélio alveolar (Metcalf e cols., 1991), cerebroespinhal, fluído seminal, saliva e leite 

materno (Kew e cols., 1995; White e cols., 2000). Em estudos realizados por Daiger 

e colaboradores (1975), foi observada a presença de VDBP na superfície de várias 

células, incluindo neutrófilos, fibroblastos, monócitos, células B e T, citotrofloblastos, 

espermatozóides humanos e células musculares. Contudo doenças do fígado, 

síndrome nefrítica e má nutrição são caracterizadas por baixas concentrações de 

VDBP devido à diminuição da síntese ou por perda excessiva da proteína (Haddad e 

cols., 1992).  

Além de transportar a VD, a proteína VDBP realiza ativação de macrófagos a 

partir de Gc-MAF (“macrophage-activating factor”). Inúmeros estudos utilizando 

modelos in vitro identificaram a VDBP como uma molécula ativadora através de um 

sistema onde a VDBP presente no soro é convertida em Gc-MAF. A VDBP é 

deglicolizada pelas enzimas β-galactosidase e sialidase presentes nos linfocitos B e 
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T, respectivamente (Yamamoto e Naraparaju, 1996).  A rápida produção de Gc-MAF 

durante a inflamação, por modificação de VDBP,  induz a ativação de macrófagos 

em doenças infecciosas e inflamatórias (Swamy, 1997), bem como, a morte celular 

em macrófagos por ativação das caspases (Gumireddy e cols., 2003). Além disso, 

estimula a atividade dos osteoclastos e consequente reabsorção óssea (Swamy, 

2001),  

O papel da VDBP como ativador de macrófagos é independende da 

habilidade de ligação com a VD (Yamamoto & Naraparaju, 1996). Vale salientar que 

o macrófago ativado desenvolve a capacidade de realizar tarefas específicas tais 

como quimiotaxia, fagocitose, lise de parasitas intracelulares, bem como a 

destruição de células tumorais (White & Cooke, 2000). Assim, experimentos com 

camundongos Knock-out para o gene DBP  demonstram que estes animais 

apresentaram baixa na resposta imune contra infecções bacterianas (White e cols., 

2000) e deficiência nos níveis séricos de 25(OH)D e 1,25(OH)2D, demonstrando a 

importância dessa proteína para a manutenção dos estoques dos metabólitos de VD 

no soro, contribuindo para modular suas bioviabilidades, ativações e atuações nos 

órgãos, tecidos e células alvos (Safadi e cols., 1999). O efeito da proteína VDBP 

como ativador de macrófago é intensificado pela ação do IFN-γ, induzindo a 

produção de 25(OH)D1α-hidroxilase nos macrófagos pulmonares e da medula óssea 

que podem então converter 25(OH)D em 1,25(OH)2D (Reichel e cols., 1987). Em 

estudos realizados por Roodman e colaboradores (1985), macrófagos teciduais 

ativados de pacientes com doenças granulomatosas, tal como TB, podem gerar 

grandes quantidades de 1,25(OH)2D por esta rede a partir de Gc-MAF, 

estabelecendo um quadro de hipercalcemia sistêmica. Em adição, a 1,25(OH)2D é 

um potente agente diferenciador de monócitos e esse efeito pode ser atribuído a 

habilidade em estimular a secreção do fator estimulador de colônia de macrófagos 

(M-CSF) (Roodman e cols., 1985). Além disso, dados na literatura descrevem que a 

VDBP intensifica a atividade quimiotática de peptídeos derivados do fator 5 do 

complemento (C5 ou C desArg) em neutrófilos, recrutando essas células para o sítio 

da infeccção (Kew, 1995; DiMartino & Kew, 1999). 

Um outro dado importante, é que a VDBP em conjunto com a proteína 

gelsolin atuam no sistema de limpeza da actina extracelular. A actina é secretada no 

meio extracelular após lise e as condições iônicas do microambiente promovem a 

polimerização de g-actina (forma monomérica) para f-actina (forma filamentar) 
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(White & Cooke, 2000). O papel da VDBP nesse sistema é se ligar a g-actina e 

prevenir futura polimerização, evitando dessa forma, danos na microvasculatura com 

formação de trombos (Otterbein e cols., 2002). Foi possível observar que em 

pacientes politraumatizados, a concentração total de VDBP livre de actina, parece 

ser significantemente aumentada em sobreviventes do que em não sobreviventes 

(Schiodt e cols., 2001). Assim sendo, a concentração de VDBP pode ser 

considerada como um marcador de prognóstico em situações de severo dano aos 

órgãos, como falência hepática fulminante (Schiodt e cols., 1996), overdose a 

drogas (Schiodt e cols., 2001), múltiplo trauma e falência múltipla de órgãos (Dahl e 

cols., 2003)   

Estudos realizados por Dahl e cols.,(2003), demonstraram que reduzidas 

concentrações de VDBP estão associadas com um pobre prognóstico para a 

sobrevivência e um aumento no risco de desenvolvimento de Síndrome de 

Disfunção Múltipla de órgãos (MODS) na sepsi.  Essa associação é similar ao 

tradicional fator de risco clínico, bem como, o número e tipo de órgãos 

traumatizados. Inicialmente a diminuição na circulação de VDBP ligada a actina foi 

associada com o desenvolvimento de coagulação intravascular disseminada e 

Síndrome de stress respiratório agudo (ARDS) ( Mounzer e cols., 1999). Os níveis 

de circulação de VDBP em pacientes que desenvolveram severa disfunção múltipla 

de órgãos foram menores do que em pacientes que não desenvolveram (Mounzer e 

cols., 1999). Segundo Yamamoto e colaboradores., (1997), as concentrações de 

VDBP permanecem significantemente menores em pacientes que desenvolveram 

falência respiratória e sepsis depois de injúria traumática, comparado a pacientes 

que não desenvolveram essas complicações. Esses dados sugerem que a secreção 

de actina e depleção de proteínas do sistema extracelular de limpeza de actina são 

associados e podem contribuir em parte para as complicações de sepsi e disfunção 

múltipla de órgãos, particularmente, falência respiratória e trombocitopenia. 

Como citado acima, a VDBP é um precursor do fator de ativação de 

macrófagos (Gc-MAF), levando a um aumento na atividade tumoricida de 

macrófagos, contra uma grande variedade de câncer (Kanda e cols., 2002). Estudos, 

demonstraram que o Gc-MAF tem atividade anti-angiogênica em células endoteliais 

independente do tecido de origem e parece ser mediada pelo receptor CD36. Como 

a angiogênise é essencial para a formação do tumor sólido, o CD36 pode ser um 

potencial alvo na terapia anti-angiogênica (Kanda e cols., 2002). Segundo Koga e 
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colaboradores (1999), camundongos em estágio avançado de câncer não são 

hábeis para ativar macrófagos, porque células neoplásicas possuem a capacidade 

de inativar VDBP. Assim, essas células secretam a enzima endoglicosidase que 

pode deglicolisar a VDBP em pacientes portadores de neoplasia (Yamamoto & 

Naraparaju, 1996).  

Estudos realizados por Kisker e cols., (2003), demonstraram que o Gc-MAF 

inibe o crescimento de células neoplásicas no pâncreas em camundongos 

imunossuprimidos. A análise desses tumores indicou que, além da presença de um 

grande número de macrófagos, o tumor tem a capilaridade reduzida e aumento do 

número de células apoptóticas (Kiskerecols.,2003).                                                                                                                                                                           

Adicionalmente, o Gc-MAF também participa da quimiotaxia de células 

fagocíticas (Yamamoto e cols., 1991; Kew e cols., 1988). Essas funções sugerem o 

papel dessa proteína na resposta crônica inflamatória nos pulmões. Dessa forma, 

Ishii e cols (2001) e pouco depois, Ito e cols (2004), compararam os polimorfismos 

no gene DBP entre os pacientes fumantes com DPOC (doença pulmonar obstrutiva 

crônica) e o grupo de fumantes saudáveis e demonstraram aumento na proporção 

do fenótipo F/F (32%) entre os pacientes quando comparados com os fumantes sem 

DPOC (17%). Esses resultados sugerem que pode existir uma significante 

associação entre os polimorfismos do gene DBP e o risco de desenvolver essa 

patologia na população japonesa.  

Outros grupos estudam os polimorfismos do gene DBP e sua possível 

associação a doenças auto-imunes. Dessa forma, Fournier e colaboradores.,(1990), 

realizaram experimentos em modelo animal e demonstraram que a VD pode 

prevenir tireoidite auto-imune. Em humanos, os níveis séricos de VD foram 

significantemente menores em casos de hipertiroidismo auto-imune do que em 

hipertiroidismo não auto-imune (Tokuda e cols., 1990). A VD diminui a expressão de 

moléculas de MHC II nas células da tireoide (Tokuda e cols., 1990) e inibe a 

proliferação dos linfócitos, assim como a secreção de citocinas inflamatórias 

(Thomasset, 1994).  

Existe uma clara associação entre os alelos do gene DBP e a afinidade de 

ligação a VD, assim vários autores têm estudado estes polimorfismos em diversas 

doenças. Pani e colaboradores (2002) não evidenciaram associação entre os 

polimofismos para o gene DBP no exon 11 em relação à tireoidite de Hashimoto e 
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doença de Graves em população caucasiana, porém demonstraram associação 

entre o polimorfismo do gene DBP no intron 8 e a doença de Graves. Da mesma 

forma, Niino e colaboradores., (2002) não demonstraram associação entre os 

polimorfismos do gene DBP no exon 11 com a ocorrência de esclerose múltipla em 

população japonesa. 

Yamamoto e colaboradores (1997) descreveram que macrófagos do sangue 

periférico de 33 pacientes com lupus eritematoso sistêmico, ativados por Gc-MAF, 

foram capazes de sintetizar superóxido dismutase. No entanto, a atividade 

precursora de VDBP foi perdida ou reduzida nesses pacientes. Esse fato pode ser 

explicado pela deglicosilação de VDBP, pela α-N-acetylgalactosaminidase, 

encontrada no plasma desses pacientes. Sabe-se que a VDBP glicosilada não pode 

ser convertida em Gc-MAF, resultando em um mecanismo defeituoso de ativação de 

macrófagos, levando a inabilidade em eliminar os complexos imunes, tendo assim 

um importante papel na patogênese do lupus eritematoso sistêmico. 

Uma função importante do DBP é a endocitose celular e subseqüente 

metabolismo intracelular da VD. Porém, variações nos aminoácidos da VBDP, 

devido à ocorrência de polimorfismos no gene DBP, podem afetar a viabilidade da 

forma ativa da VD em células β no pâncreas, prejudicando a secreção de insulina 

(Baier e cols., 1998). Dados na literatura relacionam esses polimorfismos a diabetes 

mellitus do tipo 2 (T2DM), em população da Polinésia e Japão (Kirk e cols., 1981; 

Hirai e cols., 1998). Todavia, estudos com populações caucasianas falharam em 

demonstrar associação dos polimorfismos do gene DBP com T2DM (Klupa e cols., 

1999; Ye e cols., 2001; Malecki e cols., 2002). Da mesma forma, na população 

branca americana de origem européia, não houve associação dos polimorfismos do 

gene DBP com diabetes do tipo 1 (Klupa e cols., 1999). 

A VDBP tem um importante papel em relação ao sistema imune e os 

polimorfismos no gene DBP que expressam essa proteína, têm sido intensamente 

estudados na perspectiva de uma possível associação com a susceptibilidade com 

várias patologias, bem como, o seu uso em futuras terapias. 

Não há relatos ao nosso conhecimeno, em relação aos polimorfismos no gene 

DBP e sua associação com TB ou outras doenças infecciosas. Contudo, dois artigos 

relatam na década de 80, a inexistência de associação entre a Gc-globulina e a TB 

na população indiana (Papiha e cols.,1983), e árabe (Bahr e cols., 1989), quando 
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comparados os resultados entre pacientes e controles saudáveis, não houve 

diferença fenotípica significativa com relação a TB.  

A partir dos dados descritos acima muitas questões a cerca das funções da 

proteína VDBP permanecem não compreendidas. No entanto é possivel verificar que 

o gene DPB é de suma importância para a homeostasia do sistema imune. Assim, a 

determinação de uma possível associação entre o gene DBP, a produção da 

proteína VDBP e afinidade de ligação com a vitamina D, podem contribuir para a 

determinação de uma possível susceptibilidade à algumas doenças infecciosas, 

incluindo a TB. 

Sabe-se que a infecção pelo M. tuberculosis pode estar entre as doenças 

comumente associadas à desnutrição (Kulkarni, 1994; Harbige, 1996) e assim, 

diretamente relacionada à deficiência de vitamina D e as possíveis variações 

gênicas no DBP.  
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3 OBJETIVOS 

 

 

• Descrever as variações do polimorfismo do gene DBP em indivíduos com 

tuberculose pulmonar ativa.  

• Verificar possíveis associações dos polimorfismos no gene DBP e seus 

fenótipos à susceptibilidade à doença, através de análise de população sadia, 

exposta ao Mycobacterium tuberculosis. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL E CASUÍSTICA: 

 

 

Foram incluídos pacientes com TB pulmonar ativa e indivíduos controles 

saudáveis, através do projeto “Identificação de fatores genéticos, nutricionais e 

imunológicos – empregando proteínas candidatas à vacina para a TB - relacionados 

à susceptibilidade, à infecção pelo Mycobacterium tuberculosis (latência), 

adoecimento e estagiamento clínico”, aprovado pelos Comitês de Ética em Pesquisa 

do Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas (IPEC)/Fiocruz e da Secretaria 

Municipal de Saúde do Estado do Rio de Janeiro, bem como pela Comissão 

Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP) (anexos A e B).  

No grupo controle foram incluídos profissionais do Centro de Referência em 

Tuberculose do IPEC e do Posto de Saúde Alberto Borgerth (Posto de Madureira) e/ 

ou contactantes (aqueles que permanecerem no mesmo domicílio que o caso índice 

por mais de 4 horas diárias por pelo menos 4 semanas anteriores a inclusão do 

paciente) e estão envolvidos com o caso índice. Os pacientes com TB receberam 

acompanhamento médico e tratamento adequado, inclusive antituberculostáticos, além 

de receber antiretrovirais específicos caso fossem HIV-1 positivos, contudo esses 

indivíduos foram excluídos do estudo. O tratamento e as medicações utilizadas foram 

distribuídos para os pacientes gratuitamente. Foi aplicado um questionário clínico-

epidemiológico (anexo C). Após serem esclarecidos sobre os objetivos do projeto os 

indivíduos que aceitaram participar assinaram um termo de consentimento livre e 

esclarecido (anexo D e E). 
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4.2 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO: 

 

4.2.1 Pacientes com TB 

 

 

Foram incluídos, no período de 2000 a 2006, todos os pacientes com TB 

pulmonar que apresentaram baciloscopia e/ou cultura positiva(s) e/ou diagnóstico 

clínico determinado pelos achados radiológicos e resposta terapêutica, a partir de 

uma amostra de escarro colhida espontaneamente (em relação aos pacientes do 

PAM Madureira) e/ou por indução e/ou por lavado broncoalveolar (em relação aos 

pacientes do IPEC/Fiocruz) e que seguiram os seguintes critérios: 

• Aceitarem participar do estudo assinando o termo de consentimento livre e 

esclarecido, depois de ter todas as dúvidas retiradas pelos pesquisadores 

envolvidos; 

• Tiveram amostra biológica coletada até o sétimo dia após o início do 

tratamento; 

• Apresentavam idade entre 18 e 70 anos; 

• Realizaram os exames diagnósticos para TB e HIV.  

• Estar sendo acompanhado clinicamente na Unidade Médica do IPEC ou no 

Posto de Saúde Alberto Borgerth. 

 

4.2.2 Indivíduos controle 

 

 
Foram incluídos no grupo controle, indivíduos saudáveis  sem sintomatologia 

para a TB, selecionados entre profissionais de saúde do IPEC/Fiocruz e do Posto de 

Saúde Alberto Borgerth, entre aqueles que tinham contato com pacientes portadores 
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de TB e/ou material biológico proveniente de tais pacientes durante suas atividades 

laborais diárias e contactantes dos casos índices (alta exposição) e indivíduos que não 

tinham história prévia de contato com casos índice de TB (baixa exposição). Estes 

indivíduos foram por sua vez subdivididos de acordo com a reatividade ao PPD 

cutâneo, em indivíduos PPD positivos e PPD negativos.  

  

4.3 CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO: 

 

4.3.1 Pacientes com TB 

 

 

Foram excluídos indivíduos nas seguintes condições: 

• Mulheres grávidas no momento da inclusão no estudo; 

• Pessoas com idade inferior a 18 ou superior a 70 anos; 

• Pacientes cujo diagnóstico para TB não tenha sido confirmado por exames; 

• Rejeição quanto à realização da sorologia para HIV e/ou testes diagnósticos 

para tuberculose; 

• Portadores de outras patologias, relatadas durante o inquérito, incluindo 

portadores do vírus HIV 

 

4.3.2 Indivíduos controles 

 

 

• Mulheres grávidas no momento da inclusão no estudo; 

• Pessoas com idade inferior a 18 ou superior a 70 anos; 

• Rejeição quanto à realização da sorologia para HIV  

• Portadores de outras patologias, relatadas durante o inquérito, incluindo 

portadores do vírus HIV 
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4.4 EXAMES COMPLEMENTARES 

 

4.4.1 Teste do PPD (derivado de proteína purificada ) 

 

 

 Os pacientes e indivíduos controles realizaram o teste cutâneo ao PPD (0,1 ml – 

RT23, Serum Institute, Coppenhagem, Alemanha) anteriormente à inclusão no estudo, 

através da aplicação via intradérmica de 0,1 mL, equivalente a 2 UT, da tuberculina. 

A leitura foi realizada 72 horas após a aplicação e os resultados expressos em 

milímetros após a avaliação do maior diâmetro da enduração pelo tato (método da 

palpação), utilizando uma régua flexível ou pelo método de marcação por caneta. 

Valores iguais e maiores que 10 mm foram considerados positivos.  

 

4.4.2 Sorologia para o HIV 1 e 2: 

 

 

 A sorologia para o HIV foi realizada no Laboratório de Imunodiagnóstico do 

Serviço de Imunologia do IPEC/Fiocruz através de ensaio de imunofluorescência 

indireta (IFI, BioManguinhos, Fiocruz), teste de fluorescência imunoenzimática (Elfa, 

Biolab - Sistema Vidas (BioMérieux) e quimioluminescência (Sanofi Pasteur), sob 

responsabilidade de Ingebourg Georg.  

 

4.4.3 Diagnóstico da Tuberculose 

 

 

Para o diagnóstico da TB foi adotada a rotina do Centro de Referência 

Municipal em TB do IPEC/FIOCRUZ que é composta de diagnóstico bacteriológico 
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associado à reação de hipersensibilidade cutânea e exame clínico. Os mesmos 

procedimentos foram utilizados para o diagnóstico no Posto de Saúde Alberto 

Borgerth. Os pacientes com suspeita clínica de TB foram submetidos à realização 

de: 

 a) telerradiografia de tórax;  

 b) isolamento, identificação e teste de sensibilidade às drogas. A cada 

paciente foi solicitada a coleta de três amostras consecutivas de escarro e este 

material foi encaminhado ao Serviço de Bacteriologia do IPEC/Fiocruz e ao 

laboratório do PAM de Irajá para ser processado através da baciloscopia pelo 

método de Ziehl Neelsen e cultura. Os pacientes cuja baciloscopia apresentasse 

resultado negativo, foram efetivamente incluídos no estudo após o resultado positivo 

da cultura. 

 

4.5 AVALIAÇÃO DO POLIMORFISMO DE VDBP 

 

4.5.1 Obtenção de amostras biológicas. 

 
 

 Foi obtida uma única amostra de sangue no momento da inclusão dos 

pacientes com TB e os indivíduos controles. Cinco mL de sangue total em EDTA 

(Vacuntainer) foi aliquotado e armazenado em freezer –20ºC até o momento do uso, 

para extração do DNA genômico. Cinco mL de soro foi armazenado em freezer –700 

C para a sorologia para HIV-1.  

 

4.5.2 Extração de DNA 

 

 

Para a extração do DNA genômico foram utilizados 200 μL da alíquota do 

sangue total em EDTA previamente descongelado. Utilizou-se o QIAmp DNA blood 
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mini kit (Qiagen). A metodologia utilizada para a extração do DNA genômico seguiu 

o protocolo descrito pelo fabricante: 20 µL da proteinase Qiagen foi adicionada a um 

tubo de 1,5 mL tipo eppendorf, previamente rotulado com o número da amostra. 

Adicionou-se a estes tubos, 200 µL de cada amostra de sangue, seguido de 200 µL 

do tampão AL, do próprio Kit. Os tubos foram homogenizados em vortex por 15 

segundos. A amostra foi incubada a 56oC por 10 minutos e centrifugada a 10.000 

rotações por minuto (rpm), (rapidamente, ou seja, logo que atingia a rotação de 10 

000 rpm a operação era interrompida), o processo foi repetido por 3 vezes, para 

remover os possíveis resíduos da tampa. Adicionou-se 200 µL de etanol (96 a 100%, 

marca Merck) e homogenizado em vortex por 15 segundos. A amostra foi 

novamente centrifugada a 10.000 rpm, rapidamente, como anteriormente descrito, 

para remover os possíveis resíduos da tampa. A seguir, a amostra foi 

cuidadosamente transferida para a coluna QIAmp e a mesma centrifugada a 8.000 

rpm por 1 minuto. A coluna QIAmp foi novamente transferida para outro tubo de 2 

mL (incluso no kit), o filtrado descartado. Adicionou-se 500 µL do tampão AW1 

(incluso no kit) e centrifugou-se a 8.000 rpm por 1 minuto. A coluna QIAmp foi 

transferida para outro tubo de 2 mL (incluso no kit) e o filtrado descartado. 

Adicionou-se 500 µL do tampão AW2 e centrifugou-se a 14.000 rpm por 3 minutos. A 

coluna QIAmp foi transferida para um eppendorf de 1,5 mL (sem tampa) e o filtrado 

descartado. Adicionou-se 100 µL do tampão AE (do Kit), incubando-se a 

temperatura ambiente (15-25oC) por 1 minuto e então centrifugou-se a 8.000 rpm por 

1 minuto. A coluna QIAmp foi descartada. O filtrado foi transferido para um 

eppendorf de 1,5 mL e o DNA genômico foi acondicionado em freezer - 70 oC.  

Dez µL de cada amostra de DNA foram submetidos a uma corrida 

eletroforética em gel de agarose (Invitrogen) a 1%, em tampão TBE 1X, a 60 V, a fim 

de verificar a presença de banda única no gel. Foi usado o marcador de peso 

molecular 1Kb (Invitrogen). O DNA genômico foi corado em uma solução de Brometo 

de etídio (10 mg/mL) e visualizado em luz ultravioleta através do Transiluminador 

(UVP). 
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4.5.3 Amplificação por PCR-RFLP 

 
 

Os polimorfismos localizados no gene DBP, resultante da atividade da 

endonuclease Hae III e Sty I foram identificados através da utilização dos primers 

específicos, seguindo protocolo de Ishii e colaboradores (2001), como descrito a 

seguir: 

 

Primer I:  5’ TAA TGA GCA AAT GAA AGA AG 3’ 

Primer II:  5’ AAT CAC AGT AAA GAG GAG GT 3 

 

O fragmento alvo do DNA genômico foi amplificado por PCR utilizando-se 

termociclador GeneAmp 9700 Applied Biosystem de acordo com o protocolo já 

estabelecido no laboratório. Seguindo o protocolo de Ye e colaboradores (2001), 

adptando-se o volume final para 30uL. 

Para cada amostra foi preparado um mix contendo: 3 µL (2 μM) de primer 

DBP1 (FW) (Invitrogen ® - 10mM), 3 µL (2 μM) de primer DBP2 (RE) (Invitrogen ® - 

10mM), 0,6 µL (400 μM) de dNTP( Applied Biosystem® ),  0,6 µL de MgCl2 (25 mM, 

Kit Hot Star Qiagen),  4µL de Tampão (10X, Kit Hot Star Qiagen), 0,5 µL de Taq 

DNA polimerase (5U/µL, Kit Hot Star Qiagen), 16,3 µL de H2O MiliQ estéril. O 

volume final do mix foi de 28 µL sendo adicionado 2µL DNA genômico da amostra a 

ser processada. O volume final da reação foi de 30µL. A PCR foi realizada no 

Termociclador (Applied Biosystems). Os ciclos utilizados foram os seguintes: 95oC 

(15 minutos), 35 ciclos de 94oC (45 segundos), 51oC (45 segundos) e 72oC (45 

segundos) seguidos por 72oC (7 minutos) e 4oC (temperatura de finalização). 

A amplificação do fragmento foi confirmada em corrida eletroforética em gel de 
agarose (Invitrogen) 2 %, utilizando TBE 1X. Foi usado o marcador de peso molecular 
1Kb (Invitrogen). O DNA foi corado em uma solução de brometo de etídio e visualizado 
em luz ultravioleta em transluminador. 
As imagens foram capturadas usando um sistema de captura de imagem com máquina fotográfica digital (Kodak, modelo EDAS 290). 



 

 

42

 

 

4.5.4 Digestão com enzimas de restrição. 

 
 

Para determinar o genótipo de cada indivíduo, no locus estudado, foi relizada 

digestão por enzima de restrição específica. Assim, o produto do PCR amplificado 

para o loci do DBP foi submetido à digestão com as enzimas de restrição Hae III e 

Sty I (BioLabs, Inglaterra). O protocolo adotado foi realizado de acordo com as 

recomendações do fabricante. 

Para cada amostra foi preparado um mix da enzima de restrição Hae III 

contendo: 7,6 μL de água pura (MilliQ), 0,4 μL (4 U) Hae III (Biolabs) e 2 μL de 

Tampão (10 X, Biolabs). O mesmo foi feito para a enzima de restrição Sty I , para 

cada amostra foi preparado um mix da enzima de restrição Sty I contendo: 0,2 μL 

BSA (100 X, Biolabs), 7,4 μL de água pura (MilliQ), 0,4 μL (4 U) Sty I (Biolabs), 2 μL 

de Tampão 10X(Biolabs). A digestão com as enzimas de restrição Hae III e Sty I foi 

feita da seguinte maneira: 10 μl do mix da enzima específica foram adicionados a 10 

μl do produto da PCR para DBP para cada amostra e em seguida foram incubadas a 

37ºC por 4 horas para Hae III e 37°C para Sty I por 16 horas em banho-maria. 

 

 

4.5.5 Eletroforese em gel de agarose 

 

Após a incubação os produtos da digestão foram confirmados através da 

corrida eletroforética em gel de agarose (Invitrogen) a 1,5 %, utilizando TBE 1X. O 

produto da digestão foi corado com brometo de etídeo (0,3 μl) em corrente de 90 

volts em tempo médio de duas horas, utilizando 9 μl do produto da digestão +1 μl  de 

corante (solução de azul de bromo fenol, Invitrogen) . Como marcador de peso 

molecular foi usado 3 μl do peso molecular padrão (100bp) + 7 μl  de água + 2 μl de 

corante.  

Ao término da corrida eletroforética o produto da digestão pode ser visualizado 
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sob luz ultravioleta. Tanto para a enzima de restrição Hae III quanto para a Sty I a 

visualização do padrão de bandas do polimorfismo no gel de agarose a 1,5% ocorre 

de acordo com a figura 1. A banda única indica a ausência de corte com as enzimas 

de restrição (1) apresentando peso molecular de 483 bp (pares de bases) para os 

homozigotos HH e SS. As três bandas (2) geradas com a enzima de restrição (Hae 

III e Sty I), representam os heterozigotos Hh e Ss. Essas bandas apresentam os 

pesos moleculares de 483 bp, 297 bp e 186 bp para o corte com Hae III e 483 bp, 

305 bp e 178 bp para o corte com Sty I. As duas bandas (3) geradas com a enzima 

de restrição (Hae III e Sty I), representam os homozigotos hh e ss.  Essas bandas 

apresentam os pesos moleculares de 297 bp e 186 bp para o corte com Hae III e 

305 bp e 178 bp para o corte com Sty I. 

 

    (1)                (2)              (3) 

 

Figura 1: Esquema da eletroforese em gel de agarose a 1,5 %, mostrando os genótipos do loci DBP 
tanto para o corte com a enzima de restrição HaeIII ou StyI. 

Hh ou Ss hh ou ss 

483bp 

297bp/305bp 

186bp/178bp 

HH ou SS 



 

 

44

 

 
 

A combinação dos resultados obtidos da digestão da enzima de restrição Hae 

III e Sty I gera 6 fenótipos distintos comumente encontrados na população:  F/F, F/2, 

S/S, 2/2, F/S e 2/S, como pode ser visto na figura 2.  
As imagens foram capturadas usando um sistema de captura de imagem com máquina fotográfica digital (Kodak, modelo EDAS 

290). 

 

 

 

Figura 2:  Análise fenotípica deduzida após caracterização dos genótipos identificados nos codons 
416 (Hae III) e 420 (Sty I) em indivíduos do grupo controle. 

  F/F    F/2    S/S    2/2     F/S   2/S 

Peso 
molecular-
100bp 
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Tabela  3: Dedução do fenótipo para o gene DBP a partir da associação dos resultados da digestão 
com as enzimas de restrição Hae III e Sty I.  

  

GENÓTIPO Hae III GENÓTIPO Sty I FENÓTIPO 

HH 
Asp/Asp 

SS 
Thr/Thr 

F/F 
Asp/Thr + Asp/Thr 

HH 
Asp/Asp 

Ss 
Thr/Lys 

F/2 
Asp/Thr + Asp/Lys 

HH 
Asp/Asp 

ss 
Lys/Lys 

2/2 
Asp/Lys + Asp/Lys 

Hh 
Asp/Glu 

SS 
Thr/Thr 

F/S 
Asp/Thr + Glu/Thr 

Hh 
Asp/Glu 

Ss 
Thr/Lys 

2/S 
Asp/Thr + Glu/Lys 
Glu/Thr + Asp/Lys 

Hh 
Asp/Glu 

ss 
Lys/Lys 

Raro 
Asp/Lys + Glu/Lys 

hh 
Glu/Glu 

SS 
Thr/Thr 

S/S 
Glu/Thr + Glu/Thr 

hh 
Glu/Glu 

Ss 
Thr/Lys 

Raro 
Glu/Thr + Glu/Lys 

hh 
Glu/Glu 

ss 
Lys/Lys 

Raro 
Glu/Lys + Glu/Lys 

  1F (Asp/Thr; 1S Glu/Thr; 2 Asp/Lys) (Ye et al., 2001) 
 

 

4.5.6 Análise estatística dos resultados 

 

 

 Foi utilizado o programa estatístico SPSS (Statistical package for the social 

Science) versão 11.0 para a determinação exata das freqüências dos genótipos, 

alelos e fenótipos dos polimorfismos realizados neste estudo. O programa Epi-Info 

foi utilizada para análises de χ2em tabelas 2 x 2.  

 A casuística foi testada quanto ao equilíbrio de Hardy-Weinberge.   

Como não dispomos de dados publicados em relação à freqüência dos 

genótipos e alelos do DBP na população brasileira, ou mesmo em indivíduos com 

TB, nossos dados serão comparados à freqüência descrita em outras populações 

analisadas para tais polimorfismos em doença auto-imunes e infecciosas.
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5 RESULTADOS 

 

5.1 CASUÍSTICA 

 

 

Durante o período de abril de 2004 a janeiro de 2007 foram incluídos 255 

voluntários, sendo 112 provenientes da coorte do Centro de Referência para 

Tuberculose do Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas (IPEC), Fundação 

Oswaldo Cruz e 143 voluntários do Posto de Saúde Alberto Borgheth, da Secretaria 

Municipal de Saúde do Estado do Rio de Janeiro. Destes, 160 indivíduos 

apresentaram tuberculose pulmonar ativa e 95 eram indivíduos controle. Dos 

pacientes com tuberculose pulmonar ativa a média de idade foi de 37,3 ± 12,8 anos 

variando de 18 a 68 anos, sendo 100 (62,5%) homens e 60 (37,5%) mulheres.  

Quando separamos esses pacientes em relação ao sexo podemos observar que a 

média de idade dos pacientes femininos foi de 35,2±12,2 anos variando de 18 a 68 

anos e os do sexo masculino a média de idade foi de 38,4±13,1 anos variando de 19 

a 66 anos. Dos 160 pacientes com tuberculose pulmonar ativa 67 (41,9%) 

realizaram o PPD cutâneo que variou de 0 a 35 mm de diâmetro (15,6± 0,4 mm), 

desses 14 (20,9%) foram não-reatores (0 a 4 mm), 4 (5,9%) foram reatores fracos (5 

a 9 mm) e 49 (73,2%) foram reatores fortes (10 mm ou mais) e 93 (58,1%) pacientes 

não realizaram o teste (Tabela 4). Não observamos diferença estatisticamente 

significativa entre a idade (ρ=0,44) dos pacientes com TB pulmonar em comparação 

ao sexo, contudo o teste cutâneo ao PPD mostrou ser maior nas mulheres (16,9±8,8 

mm) do que nos homens (14,4±11,7 mm; ρ=0,06).  

Este grupo, em relação à raça, apresentou 54 (33,8%) indivíduos brancos e 

75 (46,8%) negros, contudo em 31 (19,4%) indivíduos não foi possível obter dados 

referentes à raça.  
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Os indivíduos do grupo controle apresentaram idade variando de 18 a 68 anos 

(32,1 ± 11,6 anos), sendo 33 (34,7%) homens e 62 (65,3%) mulheres.  Os indivíduos 

do sexo masculino tinham média de idade de 30,5±10,5 anos variando de 18 a 58 

anos e as mulheres tinham uma média de idade de 33,0±12,1 anos variando de 18 a 

68 anos. Dentre os 95 indivíduos controle 87 (91,6%) realizaram o PPD cutâneo que 

teve uma variação de 0 a 48 mm de diametro (10,9 ± 11,2) desses indivíduos 33 

(37,9%) foram não reatores, 9 (10,3%) foram reatores fracos e 45 (51,7%) foram 

reatores fortes (Tabela 4). Não observamos diferença estatisticamente significativa 

entre a idade (ρ=0,06) ou o teste cutâneo ao PPD entre mulheres (10,9±11,3 mm) e 

homens (10,8±11,5 mm; ρ=0,52). No grupo controle 53 (62,3%) indivíduos foram 

brancos e 32 (37,7%) negros, sendo que em 10 (10,5%) indivíduos não foi possível 

obter dados referentes à raça. 

Os valores do PPD cutâneo não diferiram entre homens do grupo controle 

(10,8±11,5 mm) e os pacientes com tuberculose (14,4±11,7 mm), contudo nas 

mulheres houve uma tendência à presença de PPD de maior valor nas pacientes 

com TB (16,9±8,8 mm) do que nas voluntárias sadias (10,9±11,2 mm; p=0,52).  

Os indivíduos controle apresentaram uma proporção maior de indivíduos da 

raça branca em relação aos pacientes com tuberculose (ρ=0,003)(Tabela 4). 
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Tabela 4:  Distribuição de sexo, idade, raça e teste cutâneo PPD em indivíduos com TB pulmonar e controles. 

  

           TB PULMONAR n= 160 (%)                        CONTR OLES n=95 (%) 

 
SEXO    

 Masculino                 100 (62,5)                 33 (34,7) 

              Feminino                   60 (37,5)                 62 (65,3) 
   

IDADE (anos)                   37,3 ± 12,8                 32,1 ± 11,6 
               Masculino                  38,4 ± 13,1                 30,5 ± 10,5 

               Feminino                  35,2 ± 12,2                 33,0 ± 12,1 
   

RAÇA   
              Branca                   54 (41,8)                          53 (62,3)        (ρ= 0,003*) 
              Não branca                   75 (58,2)                         32 (37,7)         
                                            

PPD (mm)  (n=67)     15,6 ±10,4 (n=87)     11,4 ± 11,6 

              Masculino   (n=33)     14,4 ± 11,7       (ρ = 0,06) (n=30)     10,8 ± 11,5      (ρ= 0,52) 

              Feminino   (n=34)     16,9 ± 8,8 (n=57)     10,9 ± 11,3         
       Os dados apresentados de idade e PPD estão em média aritmética ± desvio padrão. Foi considerado significante ρ < 0,05*. 
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Para análise, o grupo controle foi dividido em dois subgrupos. Indivíduos 

saudáveis, sem sintomatologia de TB que ao serem incluídos apresentaram 

histórico de contatos prévios com pacientes de tuberculose por período 

superior a 4 semanas, sendo estes contatos realizados através de familiares 

comTB, ou por conversão ao teste cutâneo ao PPD, ou serem profissionais da 

área de saúde do Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas (IPEC), 

Fundação Oswaldo Cruz ou Posto de Saúde Alberto Borgheth, da Secretaria 

Municipal de Saúde do Estado do Rio de Janeiro. Este subgrupo foi 

denominado como contactantes (CT) (alta exposição ao M. tuberculosis). No 

segundo subgrupo, incluem-se indivíduos saudáveis, sem sintomatologia de TB 

que ao serem incluídos não apresentaram histórico de contatos prévios com 

pacientes de tuberculose independente do resultado ao teste cutâneo ao PPD 

no momento de inclusão. Este grupo foi denominado somente como sadios 

(baixa esposição ao M. tuberculosis).  

Dentre os 52 CT a média de idade foi de 32,5±12,9 anos variando de 18 

a 68 anos, sendo 18 (34,6%) homens e 34 (65,3%) mulheres. Quando 

separamos esses indivíduos em relação ao sexo podemos observar que a 

média de idade do sexo feminino foi de 33,4±13,9 anos variando de 18 a 68 

anos e os do sexo masculino a média de idade foi de 30,6 ± 10,8 anos variando 

de 20 a 58 anos. Dos 52 CT 43 (82,7%) realizaram o PPD cutâneo que variou 

de 4 a 34 mm de diâmetro (10,2±10,9 mm), desses 15 (34,9%) foram não-

reatores (0 a 4mm), 8 (18,6%)  reatores fracos (5 a 10 mm) e 20 (46,5%)  

reatores fortes (10 mm ou mais) e 9 (20,9%) não realizaram o teste (Tabela 5).  

   Os indivíduos sadios apresentaram idade variando de 18 a 56 anos 

(31,8 ± 9,9 anos), sendo 15 (34,8%) homens e 28 (65,1%) mulheres.  Os 

indivíduos do sexo masculino tinham uma média de idade de 30,3±10,4 anos 

variando de 18 a 54 anos e as mulheres tinham uma média de idade de 

32,5±9,6 anos variando de 20 a 56 anos. Dentre os 43 indivíduos sadios 36 

(83,7%) realizaram o PPD cutâneo que teve uma variação de 0 a 48 mm de 

diâmetro (12,8±12,3), desses indivíduos 14 (38,8%) foram não reatores, 1 

(2,8%) foi reator fraco, 21 (58,3%) foram reatores fortes e 7 (19,4%) não 

realizaram o teste (Tabela 5). Não foi observada diferença estatisticamente 

significativa entre os indivíduos do grupo controle, quando estes foram 
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subdivididos em indivíduos CT e sadios, em relação à idade, sexo, reatividade 

ao PPD cutâneo e raça (ρ>0,05) (Tabela 5). 

 



 

 

51

 

Tabela 5:  Distribuição de sexo, idade, raça e teste cutâneo PPD em indivíduos com TB pulmonar e indivíduos controle (contatos e sadios). 

 TB PULMONAR 

 n= 160 (%) 
CONTROLES 

 n= 95 (%) 

  CONTATOS (52) SADIOS (43) 

SEXO    

 Masculino 100 (62,5) 18 (34,6) 15 (34,8) 

              Feminino   60 (37,5) 34 (65,3) 28 (65,1) 
    

IDADE (anos)  37,3 ± 12,8 32,5 ± 12,9 31,8 ± 9,9 
               Masculino 38,4 ± 13,1 30,6 ± 10,8   30,3 ± 10,4 

               Feminino 35,2 ± 12,2 33,4 ± 13,9 32,5 ± 9,6 
    

RAÇA n=129 n=49 n=29 
              Branca 54 (33,8) 27 (55,1) 22 (75,8) 

              Negra 75 (46,9) 22 (44,9)   7 (24,1) 

   

PPD (mm)    (n=67)     15,6 ± 10,2     (n=43)     10,2 ± 10,9    (n=36)     12,8 ± 12,3 

              Masculino    (n=33)     14,4 ± 11,7    (ρ= 0,06)     (n=15)       7,5 ± 8,9    (ρ=0,13)                 (n=13)     15,2 ± 13,4   (ρ= 0,90) 

              Feminino    (n=34)     16,9 ± 8,8     (n=28)     11,6 ± 11,7    (n=23)     11,3 ± 11,7 
  Os dados apresentados de idade e PPD estão em média aritmética ± desvio padrão. Foi considerado significante ρ < 0,05*. 
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5.2. ANÁLISE DO POLIMORFISMO PARA O GENE DBP: 

 

5.2.1 Distribuição genotipica 

 

 

Para a análise do polimorfismo para o gene DBP, 255 amostras foram 

submetidas ao PCR-RFLP, seguindo-se o protocolo descrito por Ye e 

colaboradores (2001). Para o codon 416, após o corte com a enzima de 

restrição Hae III, foi possível observar que em relação aos pacientes com 

tuberculose, 70 (43,7%), 66 (41,3%) e 24 (15,0%) foram portadores dos 

genótipos denominados como HH, Hh e hh . Em relação ao grupo controle 

observamos que 31 (32,6%), 45 (47,4%) e19 (20,0%) foram respectivamente 

homozigotos (HH) heterozigotos (Hh) e homozigotos (hh ). 

Quando os genótipos foram comparados entre os dois grupos, não 

observamos diferença estatística (ρ=0,08; HH; ρ=0,34; Hh e ρ=0,30, hh) 

(Tabela 6). Contudo, quando o grupo controle foi subdividido em dois 

subgrupos, CT e sadios observamos que 17 dos 52 (32,7%) e 14 dos 43 

(32,6%) indivíduos foram homozigotos (HH); 28 (53,8%) e 17 (39,5%) 

heterozigotos (Hh) e 7 (13,5%) e 12 (27,9%) homozigotos (hh), 

respectivamente. Esses resultados não foram estatisticamente significativos 

(0,08 ≤ ρ ≤ 0,99). Quando comparamos os genótipos dos pacientes com TB 

pulmonar e CT não observamos diferença estatisticamente significativa (0,11≤ 

ρ ≤ 0,78) (Tabela 6). Todavia, ao compararmos os genótipos dos pacientes 

com TB pulmonar e indivíduos sadios foi possível observar diferença 

estatisticamente significativa com relação ao genótipo hh  (ρ=0,049, OR=0,46 e 

IC=0,19-1,09) (Tabela 6).   
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O polimorfismo na posição 420 foi determinado pelo corte com a enzima 

de restrição Sty I. Assim, foi possível observar que nos pacientes com 

tuberculose 102 (63,8%), 47 (29,4%) e 11 (6,8%) foram portadores dos 

genótipos denominados como SS, Ss e ss . Em relação ao grupo controle 

observamos que 49 (51,6%), 37 (38,9%) e 9 (9,5%) foram respectivamente 

homozigotos (SS) heterozigotos (Ss) e homozigotos (ss ) não sendo estes 

resultados estatisticamente significativos (0,08 ≤ ρ ≤ 0,30) (Tabela 6). Quando 

subdividimos o grupo controle em CT e sadios observamos que entre os CT 26 

(50,0%), 22 (42,3%) e 4 (7,7%) foram respectivamente homozigotos (SS), 

heterozigotos (Ss) e homozigotos (ss ). Em relação aos sadios, observamos 

que 23 (53,5%), 15 (34,9%) e 5 (11,6 %) foram homozigotos (SS), 

heterozigotos (Ss) e homozigotos (ss ), respectivametne, não sendo esse 

resultado estatisticamente significativo (0,46≤ ρ ≤ 0,73) (Tabela 6). Quando 

comparamos os genótipos dos pacientes com TB pulmonar e CT não foi 

possível observar significância estatística ao genótipo (0,08≤ ρ ≤ 0,84). Da 

mesma forma, ao compararmos os genótipos dos pacientes com TB pulmonar 

e indivíduos sadios não foi possível observar diferença estatisticamente 

significativa entre os genótipos (0,21 ≤ ρ ≤ 0,48) (Tabela 6). 
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Tabela 6:  Distribuição dos genótipos para o gene DBP definidos pelas variações nos códons 
416 e 420 em pacientes com tuberculose pulmonar e grupo controle (A), com tuberculose 
pulmonar e indivíduos sadios (B), com tuberculose pulmonar e indivíduos contato (C) e entre 
indivíduos sadios e contato (D). 
 

  POLIMORFISMOS (n -%) 

 
TB PULMONAR 

(160) 
CONTROLES 

(95) ρ OR 

HaeIII 

HH 70 43,3 31 32,6 0,08 1,61 

Hh 66 41,3 45 47,5 0,34 0,78 

hh 24 15,0 19 20,0 0,30 0,71 

StyI 

SS 102 63,8 49 52,0 0,06 1,65 

Ss 47 29,4 37 39,0 0,12 0,65 

ss 11 6,8 9 9,0 0,46 0,71 
 

 
TB PULMONAR 

(160) 
SADIO 

(43) ρ OR 

HaeIII 

HH 70 43,3 14 32,6 0,18 1,61 

Hh 66 41,3 17 39,5 0,83 1,07 

hh 24 15,0 12 27,9 0,049 0,46 

StyI 

SS 102 63,8 23 53,5 0,21 1,53 

Ss 47 29,4 15 34,9 0,48 0,78 

ss 11 6,8 5 11,6 0,30 0,26 
 

 
TB PULMONAR 

(160) 
CONTATO 

(52) ρ OR 

HaeIII 

HH 70 43,3 17 32,7 0,15 1,60 

Hh 66 41,3 28 53,8 0,11 0,60 

hh 24 15,0 7 13,5 0,78 1,13 

StyI 

SS 102 63,8 26 50,0 0,21 1,76 

Ss 47 29,4 22 42,3 0,08 0,57 

ss 11 6,8 4 7,7 0,84 0,89 
 

 
CONTATO 

(52) 
SADIO 

(43) ρ OR 

HaeIII 

HH 70 43,3 14 32,6 0,99 1,01 

Hh 66 41,3 17 39,5 0,16 1,78 

Hh 24 15,0 12 27,9 0,08 0,40 

StyI 

SS 102 63,8 23 53,5 0,73 0,87 

Ss 47 29,4 15 34,9 0,46 1,37 

ss 11 6,8 5 11,6 0,51 0,63 

Intervalo de confiança=95% ou 0,05. TB-tuberculose, OR- odd ratio 

A 

B 

C 

D 
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5.2.2 Freqüência alélica 

 

 

A freqüência dos alelos H e S apresentaram maior freqüência em 

pacientes com TB pulmonar (64,4% e 78,4%, respectivamente) em relação ao 

grupo controle (55,8% e 71,5%) (ρ=0,07; OR=1,4; e ρ=0,06; OR=1,5; 

respectivamente). De maneira inversa à freqüência dos alelos recessivos (h e 

s) que foram mais encontrados nos indivíduos controle (44,2% e 28,9%) do que 

nos pacientes com TB (35,6% e 21,5%) (ρ=0,07; OR=0,7; ρ=0,06; OR=0,7                                                                                                                            

respectivamente), como demonstrado na Tabela 7. Quando comparamos a 

freqüência dos alelos H e S nos subgrupos CT (59,6% e 71,1%) e sadios 

(52,3% e 70,9%), (ρ=0,31; OR=1,3; e ρ=0,97; OR=1,0; respectivamente) ou 

dos alelos h e s entre CT (44,2% e 29%,) e sadios (47,7% e 29,1%) (ρ=0,31; 

OR=0,7 e ρ=0,97; OR=0,9; respectivamente) foi possível observar igualdade na 

freqüência destes alelos, sem observarmos diferença estatística significativa.  

Quando comparamos a freqüência dos alelos H e S entre pacientes com TB 

(64,4% e 78,4%) e sadios (52,3% e 70,9%) (ρ=0,04; OR=1,7 e IC=0,99-2,74; e 

ρ=0,14; OR=1,5; respectivamente) podemos observar diferença 

estatisticamente significativa no alelo H. Da mesma forma, ao analisar as 

freqüência dos alelos h (35,6% e 47,7%) e s (21,6% e 29,1%) (ρ=0,04; OR=0,6 

e IC=0,37-1,01; e ρ=0,14; OR=0,7; respectivamente) foi possível observar 

diferença estatisticamente significativa no alelo h como demonstrado na Tabela 

8. Quando comparamos a freqüência dos alelos H e S (59,6% e 71,1%) 

(ρ=0,38; OR=1,2; e ρ=0,12; OR=1,5; respectivamente) e h e s (40,4% e 28,9%) 

(ρ=0,38; OR=0,8; e ρ=0,12; OR=0,7; respectivamente) entre pacientes com TB 

e CT não foi possível observar diferença estatística significativa como 

demonstrado na Tabela 7. 
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Tabela 7:  Distribuição dos alelos para o gene DBP definidos pelas variações nos códons 416 
e 420 em pacientes com tuberculose pulmonar e grupo controle (A), com tuberculose 
pulmonar e indivíduos sadios (B), com tuberculose pulmonar e indivíduos contato (C) e entre 
indivíduos sadios e contato (D). 

 

 POLIMORFISMOS (n - %) 

 
TB PULMONAR 

(160) 
CONTROLES 

(95) ρ OR 

H 206 64,4 107 55,8 0,07 1,40 

h 114 35,6 83 44,2 0,07 0,70 

S 251 78,4 135 71,5 0,06 1,5 

s 69 21,6 55 28,9 0,06 0,70 

  

 
TB PULMONAR 

(160) 
SADIO 

(43) ρ OR 

H 206 64,4 45 52,3 0,04 1,65 

h 114 35,6 41 47,7 0,04 0,61 

S 251 78,4 61 70,9 0,14 1,50 

s 69 21,6 25 29,1 0,14 0,70 

  

 
TB PULMONAR 

(160) 
CONTATO 

(52) ρ OR 

H 206 64,4 62 59,6 0,38 1,20 

h 114 35,6 42 40,4 0,38 0,80 

S 251 78,4 74 71,1 0,12 1,50 

s 69 21,6 30 28,9 0,12 0,70 

  

 
CONTATO 

(52) 
SADIO 

(43) ρ OR 

H 62 59,6 45 52,3 0,31 1,34 

h 42 40,4 41 47,7 0,31 0,74 

S 74 71,1 61 70,9 0,97 1,01 

s 30 28,9 25 29,1 0,97 0,99 

             Intervalo de confiança=95% ou 0,05. TB-tuberculose, OR- odd ratio 

A 

B 

C 

D 
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5.2.3 Análise dos fenótipos obtidos após associação  dos 
polimorfismos no gene DBP nas posições 416 e 420. 

 

 

São possíveis a formação de 9 fenótipos distintos a partir da análise dos 

polimorfismos no gene DBP nas posições 416 e 420. Assim, após a associação 

dos resultados obtidos com a análise genotípica, como descrito por Ye e 

colaboradores (2001) e representado pela tabela de dedução descrita na sessão 

de Metodologia (Tabela 3), foi possível observar que dos pacientes com 

tuberculose pulmonar ativa 36 (22,5%) apresentaram o fenótipo F/S (HS/hS), 43 

(26,9%) F/F (HS/HS), 23 (14,5%) S/S (hS/hS ), 29 (18,0%) S/2 (HS/hs* ou Hs/hS ), 

17 (10,6%) F/2 (HS/Hs), 11 (6,9%) para o fenótipo 2/2 (Hs/Hs ) e 1 (0,6%) 

indivíduo apresentou o fenótipo raro (hS/hs ), não incluído na análise estatística 

por se tratar somente de um único indivíduo. Em relação aos indivíduos controle 

podemos observar que 19 (20%) apresentaram o fenótipo F/S (HS/hS), 11 

(11,6%) F/F (HS/HS), 20 (21%) S/S (hS/hS ), 24 (25,3%) S/2 (HS/hs* ou Hs/hS ), 

12 (12,6%) F/2 (HS/Hs)  e 9 (9,5%) 2/2 (Hs/Hs ). A análise estatística mostra que 

não houve significância (ρ=0,09) quando pacientes e controles foram 

comparados. Contudo, quando os resultados dos fenótipos entre pacientes e 

indivíduos controles foram analisados separadamente foi possível observar 

diferença estatisticamente significativa em relação á presença do fenótipo F/F 

(ρ=0,004; OR=2,81e IC=1,32-6,21) (Tabela 8).  Quando subdividimos o grupo 

controle em CT e sadios observamos que entre os CT, 13 (25,0%) apresentaram 

o fenótipo F/S (HS/hS), 7 (13,5%) F/F (HS/HS), 7(13,5%)  S/S (hS/hS ), 15(28,8%) 

S/2 (HS/hs* ou Hs/hS ), 6 (11,5%) F/2 (HS/Hs) e 4 (7,7%) 2/2 (Hs/Hs ). Em 

relação aos sadios, 6 (14,0%) apresentaram o fenótipo F/S (HS/hS), 4(9,4%) F/F 

(HS/HS), 13 (30,2%) S/S (hS/hS ), 9 (20,8%) S/2 (HS/hs* ou Hs/hS ), 6 (14,0%) 

F/2 (HS/Hs) e 5 (11,6%) 2/2 (Hs/Hs ). Não foi encontrado entre os indivíduos CT e 

sadios fenótipos raros. Foi possível observar diferença estatisticamente 

significativa entre os CT e sadios em relação ao fenótipo S/S (hS/hS ; ρ=0,045, 

OR=0,36 e IC=0,1-1,11). No entanto em relação aos outros fenótipos não houve 

diferença estatisticamente significativa ((0,18 ≤ ρ ≤ 0,72). Quando comparamos os 
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fenótipos dos pacientes com TB pulmonar e o subgrupo CT podemos observar 

diferença estatisticamente significativa em relação à presença do fenótipo F/F 

(HS/HS; ρ= 0,047; OR=2,36 e IC=0,93-6,23). Porém, não observamos diferença 

estatisticamente significativa ao analisarmos os resultados dos outros fenótipos 

(0,56 ≤ ρ ≤ 0,97). Ao comparamos os fenótipos dos pacientes com TB pulmonar e 

sadios observamos que houve diferença estatisticamente significativa em relação 

aos fenótipos F/F (HS/HS, p=0,01 e OR=3,58) e S/S (hS/hS, p=0,01 e OR=0,4). 

Contudo, não foi possível observar diferença estatisticamente significativa entre 

os outros fenótipos (0,30 ≤ ρ ≤ 0,67) (Tabela 8).  . 
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Tabela 8:  Distribuição dos fenótipos para o gene DBP definidos pelas variações nos códons 
416 e 420 em pacientes com tuberculose pulmonar e grupo controle (A), com tuberculose 
pulmonar e indivíduos sadios (B), com tuberculose pulmonar e indivíduos contato (C) e entre 
indivíduos sadios e contato (D). 
 

 POLIMORFISMOS (n - %) 

 
TB PULMONAR 

(160) 
CONTROLES 

(95) ρ OR 

F/S 36 22,5 19 20,0 0,04 1,16 

F/F 43 26,9 11 11,6 0,004 2,81 

S/S 23 14,4 20 21,0 0,17 0,63 

S/2 29 18,0 24 25,3 0,17 0,65 

F/2 17 10,6 12 12,6 0,63 0,82 

2/2 11 6,9 9 9,5 0,46 0,71 

raro 1 0,6 0 0 - - 

  

 
TB PULMONAR 

(160) 
SADIO 

(43) ρ OR 

F/S 36 22,5 6 14,0 0,21 1,79 

F/F 43 26,9 4 9,4 0,01 3,58 

S/S 23 14,4 13 30,2 0,01 0,40 

S/2 29 18,0 9 20,8 0,67 0,84 

F/2 17 10,6 6 14,0 0,54 0,73 

2/2 11 6,9 5 11,6 0,30 0,56 

raro 1 0,6 0 0 - - 

  

 
TB PULMONAR 

(160) 
CONTATO 

(52) ρ OR 

F/S 36 22,5 13 25,0 0,71 0,87 

F/F 43 26,9 7 13,5 0,047 2,36 

S/S 23 14,4 7 13,5 0,87 1,08 

S/2 29 18,0 15 28,8 0,97 0,55 

F/2 17 10,6 6 11,5 0,85 0,91 

2/2 11 6,9 4 7,7 0,84 0,89 

raro 1 0,6 0 0 - - 

  

 
CONTATO 

(52) 
SADIO 

(43) ρ OR 

F/S 13 25,0 6 14,0 0,18 2,06 

F/F 7 13,5 4 9,4 0,53 1,52 

S/S 7 13,5 13 30,2 0,045 0,36 

S/2 15 28,8 9 20,8 0,40 1,53 

F/2 6 11,5 6 14,0 0,72 0,80 

2/2 4 7,7 5 11,6 0,51 0,63 

raro 0 0 0 0 - - 

             Intervalo de confiança=95% ou 0,05. TB-tuberculose, OR- odd ratio 

A 

B 

C 

D 
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5.2.4 Análise dos haplótiplos para o gene DBP obser vados em 

pacientes com tuberculose pulmonar e indivíduos con trole.  

 

 

 As variantes F, S e 2 são definidas pela presença dos haplótiplos de ácido 

aspártico-treonina (Asp-Thr), ácido glutâmico-treonina (Glu-Thr) e ácido aspártico-

lisina (Asp-Lys) respectivamente. A Tabela 3 descrita na sessão de Metodologia 

descreve a dedução para os haplótiplos de VDBP, como descrita por Ye e cols. 

2001. Os pares de haplótipos foram diretamente deduzidos a partir dos genótipos 

quando estes foram homozigotos para os dois loci ou heterozigotos para um dos 

locus. Contudo, para os indivíduos heterozigotos (Hs/hS) nos dois loci a dedução 

é desconhecida (Asp-Thr e Glu-Lys ou Glu-Thr e Asp-Lys).   

 A distribuição do haplótipo Asp–Lys ocorreu em 21,32% pacientes com TB 

pulmonar e em 28,42% dos indivíduos controles (ρ=0,70). A distribuição do 

haplótipo Asp-Thr ocorreu em 43,57% pacientes com TB pulmonar e 27,89% dos 

indivíduos controle (ρ=0,0004), sendo estatisticamente significativo. Em relação 

ao haplótipo Glu-Lys, foi observada a ocorrência em 0,31% dos pacientes com TB 

e não houve ocorrência desse haplótipo entre os indivíduos controle, contudo 

esse haplótipo não foi incluído na análise estatística. Quanto ao haplótipo Glu-Thr, 

este foi observado em 34,80% dos pacientes com TB pulmonar ativa e 43,69% 

indivíduos do grupo controle (ρ=0,046, OR=0,7 e IC=0,47-1,01), sendo 

estatísticamente significativo (Tabela 9). Quando subdividimos o grupo controle 

em CT e sadios observamos que a distribuição do haplótipo Asp–Lys ocorreu em 

29 (27,88%) CT e em 25 (29,06%) indivíduos sadios (ρ=0,85). A distribuição do 

haplótipo Asp-Thr ocorreu em 33 (31,73%) CT e 20 (23,25%) indivíduos sadios 

(p=0,60). Em relação ao haplótipo Glu-Lys, não foi observada a ocorrência em CT 

ou sadios. Quanto ao haplótipo Glu-Thr, este foi observado em 42 (40,38%) CT e 

41 (47,67%) indivíduos sadios (ρ=0,03), sendo estatisticamente significante 

(Tabela10). Quando comparamos os pacientes com TB pulmonar e CT 

observamos que a distribuição do haplótipo Asp–Lys ocorreu em 68 (21,31%) 

pacientes com TB pulmonar e em 29 (27,88%) CT (ρ=0,17). A distribuição do 

haplótipo Asp-Thr ocorreu em 139 (43,57%) pacientes com TB e 33 (31,73%) CT 
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(ρ=0,03), sendo estatisticamente significativo. Em relação ao haplótipo Glu-Lys, 

não foi observada ocorrência nos CT e 1(31%) paciente com TB pulmonar. 

Quanto ao haplótipo Glu-Thr, este foi observado em 42 (40,38%) CT e 111 

(35,10%) pacientes com TB pulmonar (ρ=0,30). Não houve assim, diferença entre 

a ocorrência dos haplótipos nos pacientes com TB pulmonar e CT (Tabela 9).  

Quando comparamos os pacientes com TB pulmonar e sadios observamos que a 

distribuição do haplótipo Asp–Lys ocorreu em 68 (21,31%) pacientes com TB 

pulmonar e em 25 (29,06%) sadios (ρ=0,13). A distribuição do haplótipo Asp-Thr 

ocorreu em 139 (43,57%) pacientes com TB e 20 (23,25%) sadios (ρ=0,0006, 

OR=2,60 e IC=1,43-4,58), sendo estatisticamente significativo. Em relação ao 

haplótipo Glu-Lys, não foi observada ocorrência nos sadios e 1(0,31%) paciente 

com TB pulmonar (ρ=0,60), contudo esse haplótipo não participou da análise 

estatística. Quanto ao haplótipo Glu-Thr, este foi observado em 41 (47,67%) 

sadios e 111 (34,806%) pacientes com TB pulmonar (ρ=0,03), sendo 

estatisticamente significante (Tabela 9). 
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Tabela 9:  Distribuição dos haplótipos para o gene DBP definidos pelas variações nos 
códons 416 e 420 em pacientes com tuberculose pulmonar e grupo controle (A), com 
tuberculose pulmonar e indivíduos sadios (B), com tuberculose pulmonar e indivíduos 
contato (C) e entre indivíduos sadios e contato (D). 

 
 POLIMORFISMOS (n - %) 

 
TB PULMONAR 

(160) 
CONTROLES 

(95) ρ OR 

Asp-Lys 
(HS) 68 21,32 54 28,42 0,07 0,07 

Asp-Thr 
(Hs) 139 43,57 53 27,89 0,0004 2,00 

Glu-Lys 
(hS) 1 0,31 0 0 - - 

Glu-Thr 
(hs) 111 34,80 83 43,69 0,046 0,70 

  

 
TB PULMONAR 

(160) 
SADIO 

(43) ρ OR 

Asp-Lys 
(HS) 68 21,32 25 29,06 0,13 0,07 

Asp-Thr 
(Hs) 139 43,57 20 23,25 0,0006 2,60 

Glu-Lys 
(hS) 1 0,31 0 0 - - 

Glu-Thr 
(hs) 111 34,80 41 47,67 0,03 0,60 

  

 
TB PULMONAR 

(160) 
CONTATO 

(52) ρ OR 

Asp-Lys 
(HS) 

68 21,32 29 27,88 0,17 0,70 

Asp-Thr 
(Hs) 139 43,57 33 31,73 0,03 1,66 

Glu-Lys 
(hS) 

1 0,31 0 0 - - 

Glu-Thr 
(hs) 111 34,80 42 40,38 0,30 0,60 

  

 
CONTATO 

(52) 
SADIO 

(43) ρ OR 

Asp-Lys 
(HS) 29 27,88 25 29,06 0,85 0,94 

Asp-Thr 
(Hs) 33 31,73 20 23,25 0,60 1,20 

Glu-Lys 
(hS) 0 0 0 0 - - 

Glu-Thr 
(hs) 42 40,38 41 47,67 0,31 0,74 

             Intervalo de confiança=95% ou 0,05. TB-tuberculose, OR- odd ratio 
 

A 

B 

C 

D 
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          F/F  F/F   F/2   F/S   F/2   S/S  S/S   2/2  2/2  2/S 

Figura 3 : Exemplifica a associação dos genótipos obtidos pelos cortes com as enzimas de 
restrição Hae III e Sty I e dedução dos fenótipos em pacientes com TB pulmonar. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

A TB é uma desordem multifatorial, no qual o ambiente interage 

diretamente com os fatores relacionados ao hospedeiro, contribuindo para a 

totalidade de fenótipos. Muitos fatores possuem um papel principal na 

susceptibilidade individual para o Mtb. Desta forma, entender o balanço individual 

entre o grau de exposição e fatores genéticos de susceptibilidade inerentes à 

infecção, bem como os respectivos efeitos relacionados ao ambiente e ao 

hospedeiro no desenvolvimento da TB, poderia ter fortes implicações no controle 

e possível prevenção da TB (Lienhart, 2001).   
O estudo da genômica humana ampliou nosso entendimento nas 

diferenças interindividuais e interpopulacionais e principalmente em auxiliar as 

correlações com a susceptibilidade ou resistência a doenças infecciosas, tais 

como a TB. Da mesma forma que a descrição do genoma da cepa H37Rv do Mtb 

(Cole e cols., 1998) possibilitou a identificação de genes ligados as vias 

metabólicas e de fatores de virulência deste microrganismo. Assim, diversos 

resultados nestas áreas podem direcionar pesquisas que auxiliem na identificação 

de redes imunológicas, moleculares e bioquímicas envolvidas na instalação e 

manutenção da relação parasita-hospedeiro e com isso traçar metas para o 

desenvolvimento de novas vacinas, métodos diagnósticos, bem como, agentes 

quimioterápicos e imunoterápicos contra a TB (Davies & Grange, 2001) 

Somente 10% da população infectada pelo Mtb desenvolverão a TB e 

sabe-se que fatores genéticos bem como fatores ambientais estão intimamente 

envolvidos neste processo (Bellamy, 2003). Desta forma, determinar o 

background genético individual a partir de uma população seria de suma 

importância para o entendimento da TB (Bellamy, 2003). Múltiplos fatores do 
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hospedeiro determinam o prognóstico da infecção pelo Mtb e são controlados 

geneticamente. (Davies & Grange, 2001). 

 O presente estudo teve por objetivo identificar polimorfismos no gene DBP, 

com vistas a buscar uma possível correlação entre a resistência ou 

susceptibilidade a esta importante doença que vem acometendo milhões de 

pessoas em todo mundo e que possui uma imunopatologia extremamente 

complexa.  

Entre as pessoas expostas à TB, o risco de se tornar infectado é 

determinado primariamente pela combinação de três fatores: a infectividade das 

pessoas consideradas transmissoras, do grau de exposição à doença e do grau 

de susceptibilidade da pessoa a esta infecção. A infectividade dos transmissores 

vai depender da freqüência de tosse, da quantidade dos bacilos no escarro (Shaw 

& Wynn-Williams, 1954; Loudon & Spohn, 1969) e do grau de virulência do bacilo 

infectante (Valway e cols., 1998). O grau de exposição é determinado pela 

proximidade e susceptibilidade do contato com o caso transmissor, onde a 

susceptibilidade pode ser determinada pelo status “saudável” do indivíduo (Daley 

e cols., 1992). Uma vez que a pessoa é infectada, o risco acumulativo de 

desenvolver a doença durante toda a vida do indivíduo é de somente 10%. No 

entanto, um estudo realizado no ano de 2000 por Vynnycky & Fine, a partir de 

dados em população britânica, mostrou que o risco de desenvolver TB por toda 

vida é fortemente dependente do tempo de infecção e da idade do indivíduo. Em 

pessoas infectadas com o Mtb, qualquer alteração entre o balanço dos sistemas 

de defesa (imunidade) e o bacilo pode afetar o risco de desenvolver a doença 

(Lienhart, 2001). A idade e variações no sexo na prevalência na TB doença, bem 

como, na infecção pelo Mtb tem sido reportado no mundo inteiro tanto em países 

considerados desenvolvidos como nos não desenvolvidos (Vynnycky & Fine, 

1997). Globalmente, a prevalência da infecção pelo Mtb é similar entre homens e 

mulheres até a fase da adolescência, depois dessa fase a infecção é mais 

elevada entre os homens (Holmes & Nunn, 1998).  

Dos 160 pacientes com TB, menos da metade são mulheres (37,5%), em 

relação aos homens (62,5%). Essas diferenças neste estudo indicam uma maior 

freqüência dos indivíduos do sexo masculino no grupo de pacientes, contudo não 

observamos diferença estatisticamente significativa, dessa forma, não podemos 
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considerar esta informação uma vez que os indivíduos deste estudo não foram 

pareados quanto ao sexo. Essas variações podem ser explicadas pelas 

diferenças na detecção dos casos e devido à diversidade nas atividades 

desenvolvidas (Hudelson, 1996) ou por reais diferenças na susceptibilidade à 

doença (Fine, 1994). Estudos realizados em 1939 (Dinamarca) e 1954 (Inglaterra 

e Gales) (Groth-Petersen e cols., 1959; Styblo, 1973), demonstraram uma 

consistente diferença no desenvolvimento da TB em relação a idade e ao sexo. O 

estudo inglês mostrou uma tendência de desenvolver TB maior entre homens 

acima de 40 anos, no entanto o risco foi similar entre os sexos com idade 

inferiores a 15 anos e maior entre mulheres entre o período da adolescência até 

mais ou menos os 30 anos. Os mesmos dados foram observados em um extenso 

estudo epidemiológico realizado na Dinamarca nos anos 50, onde os casos 

notificados de TB foram maiores entre mulheres na idade dos 15 aos 34 anos. 

Entre as idades de 35 e 44 anos o número de casos foi similar e maior entre os 

homens acima de 45 anos (73%) do que entre mulheres dessa mesma faixa 

(Groth-Petersen e cols., 1959). Os mesmos dados foram observados na 

Nicaragua (Gonzalez, 1993), Kenya (Nunn e cols., 1992), Tanzânia (Ipuge & 

Styblo, 1995), China (Ministério de Saúde Pública da China, 1994) e Canadá 

(Grzybowski & Allen, 1964), onde antes dos 14 anos os números de notificações 

eram similares entre homens e mulheres, ao passo que depois dessa faixa de 

idade ocorria uma prevalência do sexo masculino. No entanto, um estudo 

realizado na Gâmbia no ano de 2002 a 2004 encontrou dados controversos nesta 

população, onde os autores mostraram que a média de idade entre os grupos (TB 

versus controle) não foi diferente, da mesma forma quando analisados em relação 

ao sexo.  

Quando observamos a média de idade dos voluntários do nosso estudo, 

não foi possível observar diferença entre os sexos masculino e feminino dos 

pacientes com TB pulmonar e indivíduos controles. Dados na literatura desde a 

década de 40 demonstraram que os indivíduos do sexo masculino possuem uma 

tendência a desenvolver TB numa faixa maior de idade em comparação com as 

mulheres. Contudo, esses dados não são comprovados em nossa casuística, pois 

não foi observada diferença estatisticamente significativa entre as médias de 

idade. 
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O teste tuberculínico é comumente usado como ferramenta para identificar 

a infecção latente ou não pelo Mtb (García-Sancho e cols., 2006). Apesar do uso 

mundial do teste cutâneo com o PPD e de suas limitações como indicador de 

positividade, sendo descrita uma faixa extremamente grande (20 a 60% - 

Converse e cols., 1997), este teste ainda é considerado como padrão na  

identificação de infecção pelo Mtb (Reichman, 1998). Em nosso estudo foi 

verificado que o teste cutâneo ao PPD mostrou ser ligeiramente maior nas 

mulheres (16,9 ± 8,8 mm) em comparação com os homens (14,4 ± 11,7 mm) no 

grupo dos pacientes com TB. Esta diferença em relação ao PPD não mostrou 

significância estatística (ρ=0,06). Da mesma forma, quando comparamos sadios, 

não foi possível observar diferença estatisticamente significativa (ρ= 0,90) da 

média do PPD (em milímetros) entre homens e mulheres. 

A maioria dos trabalhos descritos na literatura relaciona a positividade ao 

teste cutâneo PPD como fator de risco para o desenvolvimento da TB em CT dos 

casos índices (Silva e cols., 2002; Rathi e cols., 2002; Lienhardt e cols., 2003; 

Collet e cols., 2005). No entanto, em nosso trabalho não foram observadas 

quaisquer diferenças entre o grupo dos pacientes com TB pulmonar (PPD 

positivo=49 e negativo=18) e os CT (PPD positivo=20 e negativo=23), 

independentemente do sexo, em relação à freqüência de indivíduos reatores ou 

não ao PPD cutâneo. 

Para alguns autores, como Cantwell e colaboradores (1998), 

adicionalmente, existem diferenças no risco de desenvolver TB entre diferentes 

grupos étnicos, no entanto para outros (Stead e cols., 1990), essas diferenças são 

relacionadas as condições socioeconômicas desses indivíduos. Acredita-se que 

certos grupos raciais são mais susceptíveis para o desenvolvimento da TB 

enquanto outros têm desenvolvido uma “resistência natural” (Kushigemachi e 

cols., 1984). Um estudo populacional realizado em 2003 por Gonzalez e 

colaboradores na cidade de Houston, Texas, mostrou que entre os adultos com 

TB soronegativos para o HIV, indivíduos da raça branca apresentavam menor 

freqüência entre o grupo de pacientes que desenvolveram TB extra pulmonar, 

quando comparados com não brancos. Diferenças entre grupos raciais foram 

previamente descritas, no entanto, acredita-se que uma larga proporção dessas 

diferenças pode ser explicada por fatores ambientais e comportamentais 
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(Kushigemachi e cols., 1984; Cantwell e cols., 1998). Assim, diferentes 

freqüências são observadas em grupos étnicos distintos, em relação ao 

polimorfismo de DBP, onde entre os caucasianos é observada freqüência maior 

do grupo Gc2, entre europeus o grupo Gc1S e de modo contrário o grupo Gc1F é 

mais comum na população negra (Mourant, 1976). Assim, Liu e colaboradores 

(2006) tentaram explicar porque negros americanos são mais susceptíveis a TB e 

observaram que esses indivíduos possuem níveis séricos de VD menores do que 

indivíduos brancos, devido a uma maior produção de melanina na pele, 

dificultando a produção de VD, que em conseqüência, resulta em uma diminuição 

da catelicina ou LL-37, um potente antimicrobiano, capaz de destruir o Mtb. De 

acordo com esses dados, e ao analisarmos os dados epidemiológicos brasileiros 

observaremos que é maior a freqüência de TB em indivíduos negros. Em nossa 

casuística observamos uma maior freqüência de indivíduos não brancos entre os 

pacientes. Contudo, não nos propusemos a realizar estudos funcionais para 

comprovar esta hipótese e os nossos grupos não foram pareados por raça, assim 

não podemos afirmar existir tal associação em nosso estudo entre diferentes 

raças e o adoecimento.  

Nos dias atuais, vários grupos vêm estudando uma possível associação de 

doenças degenerativas com os polimorfismos do gene DBP, principalmente 

naqueles presentes no exon 11 nas posições 416 e 420. Assim há relatos de 

associação com o fenótipo F/F em população japonesa com DPOC (Ishii e cols., 

2001; Ito e cols., 2004) e da proteção para DPOC conferida aos portadores do 

grupo Gc2 (Schellenberg e cols., 1998). Contudo, Bahr e colaboradores (1989), 

descreveram associação entre o grupo Gc2 e febre reumática na população 

árabe. Em geral as publicações não necessariamente descrevem o papel dos 

genótipos e seus respectivos fenótipos em relação à patogenia estudada. Assim, 

quando os genótipos estudados foram citados temos observado que o genótipo ss 

(9,3%) parece estar associado à doença de Graves em população polonesa 

(Kurylowics e cols., 2006). A freqüência deste genótipo difere da encontrada na 

população estudada (14,5%). A diabetes mellitus tipo 1 parece estar associada ao 

genótipo HH (Asp/Asp) e hh (Glu/Glu) em população da França (Ongagna e cols., 

(2001). Hirai e colaboradores (1998), demonstraram associação em população do 
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Japão em relação aos fenótipos S/S e S/2 ao estudarem a resistência a insulina e 

o possível desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2. 

Por outro lado, não se observa associação com os polimorfismos de DBP 

na diabetes do tipo 1 em caucasianos americanos de origem européia (Klupa e 

cols., 1999), bem como na tireoidite de Hashimoto e Doença de Graves em 

população caucasiana (Pani e cols., 2002), na esclerose múltipla em população 

japonesa (Niino e cols., 2002), na diabetes mellitus do tipo 2 (T2DM) em 

caucasianos (Hirai e cols., 1998; Ye  e cols., 2001) e na população polonesa 

(Malecki e cols.,2002) e finalmente na tolerância a glucose em população Indiana 

(Baier e cols., 1998). As freqüências dos genótipos na posição 416 variaram de 

12,3% a 61,5%; 33% a 56,8% e 11% a 30,9%. E na posição 420 as freqüências 

dos genótipos variaram de 48% a 65%; 31% a 46,9% e 4% a 9,8% nas diversas 

etnias estudadas em vários países. 

Estas divergências quanto à associação ou não dos polimorfismos de DBP 

podem estar associadas aos grupos étnicos. Ao nosso conhecimento não há 

relatos da freqüência de genótipos para este gene na população brasileira. Na 

população por nós estudada proveniente do Estado do Rio de Janeiro, as 

freqüências foram de 32,6%; 47,4% e 20%, na posição 416, para HH, Hh e hh, 

respectivamente para indivíduos sadios. E na posição 420, as freqüências foram 

de 52%; 39% e 9%, para SS, Ss, ss, respectivamente para indivíduos sadios. 

Esses dados demonstram que as freqüências genotípicas no presente estudo 

encontram-se dentro da faixa encontrada nas demais populações estudadas, em 

relação aos polimorfismos do gene DBP. Apesar de não termos observado 

significância estatística entre essas freqüências, os valores de p estavam 

próximos (HH ρ = 0,08; SS ρ = 0,06). Assim, não é possível afirmar que exista 

uma associação desses genótipos com o adoecimento, para tanto seria 

necessário aumentar a casuística para melhor entendimento das interações 

biológicas desses polimorfismos relacionados à TB.  

As freqüências dos alelos na posição 416 variaram de 78% a 44,3% e 22% 

a 56,3%, nas diversas etnias estudadas, enquanto na população por nós 

estudada a freqüência foi de 55,8% a 44,2%, para H e h, respectivamente para 

indivíduos sadios. As freqüências dos alelos na posição 420 variaram de 30,6% a 

74,3% e 20% a 29,7% nas diversas etnias estudadas, enquanto na população por 
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nós estudada as freqüências foram de 71,1% e 28,9% para S e s, 

respectivamente para indivíduos sadios. Ao analisarmos os alelos em pacientes 

com TB pulmonar e indivíduos sadios, houve diferença estatística em relação aos 

alelos H e h, que apresentaram mesmo valor de ρ (0,04), porém diferentes OR 

(1,65) e OR (0,61); IC (0,99-2,74) e IC (0,37-1,01) respectivamente. Esses dados 

podem suportar uma possível associação do alelo H no adoecimento, uma vez 

que este se encontra em maior freqüência nos pacientes que desenvolveram TB 

pulmonar ativa, no entanto, até o presente momento em nossa casuística, não foi 

possível determinar essa associação.  
As freqüências dos fenótipos variaram de 2% a 27%; 21% a 42%; 4,6% a 27%; 7,7% a 34%; 4% a 30,8% e 1% a 10%, nas diversas 
etnias estudadas, enquanto na casuística por nós estudada as freqüências foram de 11,6%; 20%; 21%; 12,6%; 25,3% e 9,5%, para 
F/F, F/S, S/S, F/2, S/2 e 2/2, respectivamente para indivíduos sadios. Os resultados das freqüências fenotípicas, encontrados na 
casuística estudada estão dentro do esperado quando comparados com os resultados de freqüências em outras populações. 

Ao nosso conhecimento existem apenas dois artigos na literatura 

associando os genótipos e fenótipos para DBP à TB. Estes trabalhos são da 

década de 80 e para tanto, foi analisada a isoforma da proteína VDBP, por 

eletroforese, pois nessa época as técnicas de biologia molecular não estavam 

avançadas. Assim, os autores descrevem a ocorrência dos grupos Gc1 – 

assumindo-se os fenótipos S/S, F/S, F/F - (Bahr, e col 1989) em população árabe 

com freqüência de 31,7% e 42% em pacientes e controles, o que difere dos 

valores observados por nosso grupo (64,9% e 53,7% respectivamente). 

Anteriormente, Papiha e colaboradores (1983) haviam reportado a ocorrência do 

grupo Gc2 - assumindo-se os fenótipos F/2, S/2, 2/2 em 33% e 26% em pacientes 

e controles na população Indiana, e mais uma vez diferindo dos dados obtidos na 

casuística estudada (6,9% e 8,4%).  

No presente estudo, observamos diferença estatística no fenótipo F/F em 

relação aos controles (ρ=0,004) quando comparados aos pacientes com TB. De 

modo interessante à análise entre os indivíduos da população em geral (sadios 

que não reportaram contato conhecido com pacientes com TB – baixa esposição) 

e o grupo de indivíduos com TB também foi relevante (ρ=0,01), mas em 

comparação com indivíduos expostos ao Mtb (contatos – baixa exposição) a 

diferença foi menos relevante (ρ=0,047, OR=2,36 e IC=0,93-6,23). Os fenótipos 

F/F (ou Gc1F) e o S/S (ou Gc1S) foram estatisticamente significativos quando 

comparados entre os pacientes com TB e os indivíduos do grupo sadio 
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respectivamente, onde foi observada uma maior freqüência do alelo Gc1F nos 

pacientes (26,9%) e maior freqüência de Gc1S entre sadios (30,2%). Foi possível 

observar significância estatística entre CT e sadios em relação ao fenótipo S/S 

(ρ=0,045, OR=0,36 e IC=0,1-1,11) e o alelo Gc1S (30,2%), foi observado com 

maior freqüência entre os sadios. Após essa análise, observamos uma maior 

freqüência do fenótipo F/F e do alelo Gc1F entre o grupo de pacientes com TB. 

Esses resultados eram esperados, devido ao fato da nossa população ser fruto de 

uma grande miscigenação, e da nossa casuística ser composta em grande parte 

por indivíduos não brancos (58,2%). Da mesma forma, podemos observar uma 

maior freqüência do fenótipo S/S entre o grupo de indivíduos sadios, quando 

comparado com pacientes e CT. Assim, pode-se observar uma maior freqüência 

do fenótipo S/S entre os indivíduos sadios e CT, indicando uma possível 

associação do mesmo na proteção contra TB. Desta forma, estudos funcionais 

que correlacionem a capacidade de modulação de macrófagos e/ou células 

dendríticas e/ou linfócitos pela vitamina D em indivíduos com os diferentes 

genótipos de DBP, poderão auxiliar no entendimento desta associação entre o 

sistema imune, vitaminas e seus carreadores na susceptibilidade ou resistência a 

TB.  

Segundo Lauridsen e colaboradores (2005) a concentração da VDBP no 

soro é dependente do fenótipo de DBP, no entanto não há diferença significativa 

entre os tipos de Gc1S ou Gc1F. Partindo desse ponto, ela separou os fenótipos 

em três grupos distintos, um denominado de Gc1-1 (Gc1F-1F, Gc1S-1F, Gc1S-

1S), Gc1-2 (Gc1S-2, Gc1F-2) e Gc2-2. Se considerarmos esta classificação, da 

mesma forma poderíamos verificar que os pacientes com TB pulmonar possuem 

uma maior tendência a possuírem o fenótipo Gc1-1, onde observaríamos uma 

maior presença do alelo F entre os pacientes com TB pulmonar. Além disso, estes 

pesquisadores relatam diferença de afinidade de ligação entre o os grupos de Gc 

e VD, por exemplo: Gc1-1 possui elevada afinidade de ligação, Gc 1-2 média 

afinidade e Gc2-2 baixa afinidade. Como o fenótipo mais freqüente entre os 

pacientes com TB pulmonar é o F/F, que integra o grupo Gc1-1, este possui 

elevada afinidade de ligação com a VD sérica, o que talvez, possa dificultar a 

quebra da ligação entre a VDBP e a VD intracelular. Assim, indivíduos portadores 
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desse fenótipo, possivelmente apresentariam baixa modulação da resposta 

celular dependente de VD. Contudo há controvérsias, já que o fenótipo S/S 

aparece com maior freqüência entre sadios e CT e também está no grupo 

caracterizado como de elevada afinidade de ligação, porém mais fraca, quando 

comparada ao F/F (Constans, 1993).  

As freqüências dos haplótipos variaram de 24% a 29,02%; 17% a 29,7%; 

0% a 59,2% e 0% a 54,7%, nas diversas etnias estudadas, enquanto na 

população por nós estudada a freqüência foi de 28,4%; 27,8%; 0 e 43,4%, para 

Asp-Lys, Asp-Thr, Glu-Lys, e Glu-Thr, respectivamente para indivíduos sadios. 

Assim, no presente estudo as freqüências dos haplótipos estão de acordo com os 

trabalhos já descritos em outras populações. Ao analisarmos os haplótipos não 

observamos uma maior freqüência do Asp-Thr (43,57%) nos pacientes com TB do 

que no grupo controle (27,89%) (ρ=0,0004; OR=2,00), contrariamente, 

observamos uma maior freqüência do Glu-Thr (43,69%) (ρ=0,046; OR=0,70 e 

IC=0,47-1,01) nos controles do que nos pacientes com TB (34,80%), confirmando 

a presença do aminoácido glutamina entre os controles. Observamos uma maior 

freqüência do haplótipo Asp-Thr entre TB (43,57%) do que nos CT (31,73%) 

(ρ=0,03; OR=1,66).  Bem como, uma maior freqüência deste haplótipo entre TB 

(43,57%) e sadios (23,25%) (ρ=0,0006; OR=2,60), contrariamente o Glu-Thr teve 

uma maior freqüência entre os sadios (47,67%) do que entre TB (34,80%) 

(ρ=0,03; OR=0,60).  

Sabe-se que indivíduos com o fenótipo F/F produzem as proteínas Asp-

Thr/Asp-Thr e indivíduos com o fenótipo S/S produzem Glu-Thr/Glu-Thr (Ye e 

cols., 2001). Sendo assim, a partir desses dados, e sabendo que em nossa 

casuística o fenótipo F/F apresenta maior freqüência entre os pacientes com TB e 

que, contraditoriamente o S/S apresenta maior freqüência entre sadios e CT, 

consequentemente podemos observar uma maior freqüência da ocorrência de 

resíduos de asparagina entre os pacientes e de glutamina entre sadios e CT na 

posição 416.  

Relatos na literatura descrevem que a glutamina tem um papel fundamental 

na manutenção das funções do sistema imunológico, pois a enzima glutaminase 

apresenta atividade aumentada em tecidos linfóides e macrófagos e linfócitos 

utilizam a glutamina de maneira semelhante à utilização de glicose. A glutamina 



 

 

74

 

estimula a proliferação de linfócitos e a fagocitose de macrófagos e influi na 

diferenciação de células B e na produção de IL-1 por macrófagos. (Leeuwen e 

cols., 1994, Prado, 1994). Além disso, em murinos participa na produção de óxido 

nítrico (Murphy & Newsholme, 1998), TNF-α (Murphy & Newsholme, 1998), IL-1 

(wallace e cols., 1992) e IL-6 por macrófagos (Yassad e cols., 1997), superóxido 

por neurtrófilos (Curi e cols., 1997), IL-8 por monócitos (Murphy & Newsholme, 

1998). Contudo, não podemos afirmar qual seria o ponto de ligação entre a 

molécula de VDBP e seus receptores em células imunes ou não em relação a 

uma única mudança de aminoácido. Assim, estudos conformacionais devem ser 

realizados para compreender tais ligações e o papel funcional da VDBP na TB e 

outras doenças infecciosas. 
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CONCLUSÕES 

 

 

1) A associação dos genótipos SS e HH entre os pacientes com TB pulmonar, 

resultando no fenótipo F/F, foi encontrada com maior freqüência nos 

pacientes com TB pulmonar ativa do que nos indivíduos controle, logo este 

fenótipo poderia estar associado à susceptibilidade à TB, havendo uma 

possível chance de desenvolver TB 3,6 vezes maior nos portadores destes 

genótipos/fenótipo..  

 

2) O fenótipo S/S (30,2% (portadores dos genótipos hh/SS) poderia estar 

associado à resistência, uma vez que foi encontrado em maior freqüência 

nos indivíduos sadios do que nos pacientes com TB (14,5%), havendo uma 

possível chance do desenvolvimento da TB, aproximadamente, 9 vezes 

menor (OR=0,4) nos portadores deste fenótipo, quando comparado aos 

portadores do fenótipo F/F ((HH/SS) (OR=3,58)  

 

3) Foi observada uma maior freqüência dos genótipos HH (43,7%) e SS 

(63,8%), no grupo dos pacientes com TB do que no grupo dos indivíduos 

controles (32,6% e 52%, repectivamente). Assim os indivíduos com estes 

genótipos poderiam ter uma maior chance de desenvolverem TB.   

 

 

4)   Foi observado que a freqüência do genótipo hh (28%) no subgrupo de 

sadios foi aproximademente o dobro da freqüência observada no grupo dos 

pacientes com TB pulmonar ativa (15%), indicando que poderia haver uma 

possível associação entre indivíduos carreadores deste genótipo e o não 

adoecimento pela TB.  
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5)  Foi obervado que o alelo H (¨64,4%) tem maior freqüência entre o grupo 

dos pacientes com TB do que entre o subgrupo de sadios (52,3%). 

Contrariamente, o alelo h (47,7%) apresenta maior freqüência entre o 

subgrupo de sadios do que entre o grupo de pacientes (35,6%); assim, 

poderia haver associação do alelo H com o adoecimento pela TB do 

mesmo modo, que o alelo h poderia estar associado com o não 

adoecimento pela TB, pelo menos em nossa casuística. 

 

6) O haplótipo Asp-Thr (43,57%), apresenta aproximadamente, o dobro da  

freqüência entre os pacientes com TB do que no grupo dos indivíduos 

controles (27,89%) quanto no subgrupo de sadios (23,25%), indicando uma 

possível associação deste haplótipo com o desenvolvimento da TB. 

Contrariamente, o haplótipo Glu-Thr (43,69%), está mais presente entre o 

grupo dos indivíduos controles e entre o subgrupo de sadios (47,67%) do 

que no grupo dos pacientes com TB (34,80%) podendo este haplótipo estar 

associado  com o não adoecimento pela TB 
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PERSPECTIVAS 

 
 

1) Analisar a associação com o DBP em outras populações de etnias 

distintas. 

 

2) Iniciar estudos funcionais em células do sistema imune relacionadas aos 

genótipos e fenótipos descritos neste estudo e em outros estudos prévios 

realizados em nosso laboratório, levando em consideração outros genes 

que estejam direta ou indiretamente relacionados a VD, tais como VDR, 

IFN e NOS2.  

 

3) Quantificar os níveis séricos de VD nas suas formas ativa e inativa, bem 

como VDBP. 

 

4) A TB é uma doença multifatorial, por isso, é extremamente importante que 

no futuro se realizem estudos visando identificar novos genes candidatos a 

associação com a suscetibilidade ou resistência à TB. 
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ANEXOS 
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Anexo A: Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa 
 

 
 
 



 

 

80

 

 
 

 
 
 
 
 
 



 

 

81

 

Anexo B. Parecer da Comissão Nacional de Ética em Pesquisa ( CONEP) 

 



 

 

82

 

Anexo C.  Folha de rosto para pesquisa envolvendo seres human os  
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Anexo D. Questionário clínico e epidemiológico 
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Anexo E. Termo de consentimento livre e esclarecido  dos casos 
índices 
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Anexo F. Termo de consentimento livre e esclarecido  dos 
contactantes 
 

PROCESSO DE CONSENTIMENTO DE CONTACTANTES  

 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  

 

Projeto: Identificação de fatores genéticos, nutric ionais e 

imunológicos – empregando proteínas candidatas à va cina para a 

tuberculose - relacionados à susceptibilidade, à in fecção pelo 

Mycobacterium tuberculosis (latência), adoecimento e estagiamento clínico. 

 

Coordenadora: Dra. Maria da Glória Bonecini de Alme ida  

Coordenadores de área: Genética – Dr. Pedro Cabello  

       Imunologia – Dra. Cynthia Horn 

                                        Nutrição – Claudia Cardoso 

       Clínica – Dra. Valeria Rolla 

 

PROPOSTA E SITUAÇÃO-PROBLEMA 

 

Os Drs. Maria da Gloria Bonecini de Almeida, Cynthia Silveira Horn, Valéria 

Rolla do Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas e Dr. Pedro Cabello do 

Departamento de Genética do Instituto Oswaldo Cruz da Fundação Oswaldo Cruz 

(Fiocruz), estão conduzindo uma pesquisa sobre a capacidade dos pacientes com 

tuberculose pulmonar e de pessoas em contato com estes pacientes, de 

responderem a antígenos (proteínas) do bacilo da tuberculose, bem como 

identificar genes e alterações nutricionais que possam estar envolvidos no 

desenvolvimento da tuberculose. 

A tuberculose é uma doença que atinge os pulmões e é comum entre as 

pessoas que estão convivendo com os pacientes com esta doença. 

Para determinar minha participação para este estudo, o diagnóstico de 

tuberculose deve ser estabelecido pelo achado do bacilo da tuberculose, numa 

amostra de escarro, escarro induzido (nebulização com soro fisiológico) ou 

broncoscopia (este exame será acompanhado por médico pneumologista para 
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sua realização – será necessário coletar amostra diretamente nos pulmões 

através da introdução de um capilar pela boca ou nariz, com uso de  anestesia 

local) da pessoa com quem convivo na mesma residência (caso índice). 

Deverei colher sangue para detectar a presença ou não do vírus da AIDS e 

avaliar o meu estado imunitário (capacidade de responder à infecções) e 

nutricional (para identificar se estou bem nutrido), e testes de pele para analisar a 

presença ou não do bacilo da tuberculose em meu corpo. 

Em razão de eu ser comunicante de paciente com tuberculose pulmonar 

(infectado ou não pelo vírus da AIDS), estou sendo perguntado se eu concordo 

em participar desta pesquisa. 

Será realizado o estudo imunogenético para identificar o meu perfil 

genético a fim de determinar as alterações do sistema de defesa do meu 

organismo. 

Minha participação será voluntária e terei acesso aos resultados dos 

exames realizados na consulta posterior a minha participação. Caso seja 

identificado o vírus da Aids serei encaminhado para um Centro de atendimento ao 

portador do HIV. Caso seja identificado o bacilo da tuberculose nos testes 

cutâneos, mas eu não estiver doente serei aconselhado sobre a doença. Caso eu 

esteja doente, receberei gratuitamente todos os medicamentos, assim como não 

me será cobrado nenhuma quantia para os procedimentos de diagnóstico e 

avaliação clínica. 

 

PROCEDIMENTOS 

 

Eu concordo em participar deste estudo: 

Eu responderei a um questionário padronizado que investigará fatores de 

risco para tuberculose ou outras doenças e, responderei a um questionário sobre 

meus hábitos alimentares. 

Permitirei que meu peso, altura e a quantidade de gordura sejam 

verificados através do uso de balança, régua de altura e adipômetro (aparelho 

que mede a espessura da camada de gordura sob a pele).  

Após aconselhamento sobre o significado do teste sorológico anti-vírus da 

AIDS, eu permitirei que 15 a 30 ml de sangue sejam retirados para verificação se 
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estou ou não infectado pelo vírus da AIDS e também para avaliar o estado de 

defesa do meu organismo (imunidade - através de células do sangue que serão 

testadas no laboratório, com vários antígenos do bacilo da tuberculose) e, para 

dosagem de vitaminas A e D. Os testes genéticos serão realizados com uma 

amostra de DNA (material genético que fornece as carcterísticas individuais de 

cada ser humano, animal e vegetal) extraído de meu sangue e onde serão 

testados para possíveis modificações nas vitaminas (A e D) e em outros 

hormônios responsáveis pelo controle de várias infecções, inclusive a 

tuberculose.  Permitirei que em meu antebraço seja aplicado teste de pele para 

avaliar a infecção pelo bacilo da tuberculose em meu corpo. O material usado 

para coleta de sangue e testes de pele serão esterilizados e não reutilizados.  

Eu concordo em submeter-me ao Raio-X do tórax (exame realizado para 

verificar se ha alteração nos pulmões)  e fornecer amostras de escarro (exame 

realizado para verificar se ha alteração nos pulmões) para exame diagnóstico da 

tuberculose pulmonar.  

 

Tempo  

 

Os procedimentos demorarão de 20 minutos para a coleta de sangue e 

aplicação do teste cutâneo, 20 a 30 minutos para a consulta com profissional do 

Serviço de Nutrição do IPEC, 20 minutos para entrevista com profissional da área 

de saúde para verificar seu contacto com o(s) paciente(s) com tuberculose. Será 

necessária apenas uma consulta de retorno para recebimento dos resultados dos 

exames de diagnóstico. 

 

Riscos/Desconfortos 

 

1. Algumas das questões que constam do questionário podem ser 

constrangedoras, mas caso eu ache necessário eu poderei interromper a 

entrevista a qualquer momento.  

 

2. O teste de sangue e da pele normalmente não acarretam problemas 

locais. Raramente ocorre hematoma e dor no local devido à coleta de sangue, e 
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eczema e prurido devido ao teste de pele, mas ambos regridem espontaneamente 

sem complicações mais sérias.  

 

Tratamento e compensação por danos.  

 

Se eu tiver algum problema de saúde em decorrência deste estudo, o 

tratamento será fornecido gratuitamente pelo IPEC.  

 

Resultados dos testes 

 

O resultado do teste de sangue para AIDS, será fornecido somente para 

mim pelo médico assistente responsável de cada Instituição na próxima 

entrevista, em 15 dias. Nesta entrevista, toda informação que eu ache importante 

sobre a infecção pelo vírus da AIDS será fornecida, e se necessário eu serei 

referido ao Centro de tratamento médico específico mais próximo de minha 

residência.  

 

Os resultados de todos os outros estudos (imunogenético e nutricional) e 

exames (hemograma, bioquímica, raio-x, vitaminas etc) serão fornecidos ao 

medico que me acompanhará e esclarecidos para mim quanto ao seu significado.   

 

Custos para os entrevistados 

 

Eu não pagarei nenhuma quantia em dinheiro para a participação neste 

estudo ou para os tratamentos que eu porventura necessite. Os custos de 

exames laboratoriais, radiológicos, testes de pele e de escarro serão cobertos 

pelo estudo.  Da mesma forma, não receberei nenhuma quantia pela minha 

participação.  

 

Confidenciabilidade dos dados . 

 

Procedimentos serão tomados pelos responsáveis por este estudo, no 

intuito de proteger a confidenciabilidade das informações que eu forneça. As 
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informações serão codificadas e mantidas num local reservado o tempo todo. 

Somente os responsáveis pela pesquisa terão acesso às informações e 

questionários. Após o término deste estudo as informações serão transcritas dos 

questionários para arquivos no computador e estes questionários serão 

destruídos. Os dados deste estudo poderão ser discutidos com pesquisadores de 

outras instituições, mas nenhuma identificação será fornecida.  

 

Consentimento  

 

Eu consinto em que meu endereço e telefone sejam anotados numa folha 

separada, para facilitar contato comigo quando necessário.  

 

Se tiver qualquer dúvida sobre minha participação neste estudo, favor 

telefone para 3865-9531, 3865-9522  (Dras Maria da Gloria, Cynthia e Valéria) 

 

____________________________    ____________________________ 

     Assinatura do voluntário    Nome completo 

 

____________________________    ____________________________ 

   Assinatura do entrevistador    Nome do entrevistador 

 

 

Nome de alguma pessoa que possa ser contactada, caso o Sr. não possa 

fornecer o seu endereço ou telefone no momento: 

 

Nome: _____________________________________________________ 

Telefone: ___________________________________________________ 

Rua: ______________________________________________________ 

Cidade:___________________Estado:___________________________ 

 

 

Data: ___________________________ 
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Anexo G. Autorização para realização de pesquisa na  rede 
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Anexo H. Termo de compromisso e responsabilidade 
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