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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 
CARACTERIZAÇÃO DE LINFÓCITOS INATOS HUMANOS NA ASSOCIAÇÃO HIV/TB: 

IMPLICAÇÕES NA IMUNOPATOGÊNESE DA TUBERCULOSE EXTRAPULMONAR EM SUA 
FORMA GANGLIONAR 

RESUMO 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL 

 

Andressa da Silva Cazote 

 

A tuberculose (TB) permanece como grave problema de saúde pública mundial, 
caracterizando-se como a causa principal de óbito entre pessoas com HIV/AIDS. A 
imunodeficiência característica da infecção pelo HIV-1, com perda de células T CD4+ e 
desestruturação generalizada do sistema imune, impacta significativamente o curso da TB, e 
predispõem o hospedeiro coinfectado pelo Mtb a manifestações extrapulmonares, em 
especial a ganglionar. Uma vez que as células da imunidade inata possuem papel 
importante na imunopatogênese da TB e encontram-se alteradas na infecção pelo HIV-1, foi 
estabelecida a hipótese de participação dessas células na imunopatogênese da TB 
extrapulmonar, na coinfecção HIV/Mtb. Nesse contexto, o presente trabalho teve por 
objetivo avaliar a participação das células NK, iNKT e T γδ, na imunopatogênese da 
apresentação extrapulmonar de TB em sua forma ganglionar. Como parte de um estudo 
prospectivo, foram avaliados seis participantes com TB ganglionar coinfectados pelo HIV-1, 
quinze participantes com TB pulmonar coinfectados pelo HIV-1, e quinze participantes com 
TB pulmonar monoinfectados. A avaliação ex vivo do repertório de células NK incluiu 
moléculas acessórias e receptores inibitórios e de ativação, das famílias KIR, NCR, NKG2, 
LILR, SLAM, entre outras, por citometria de fluxo multiparamétrica, assim como as células 
iNKT e T γδ totais e suas subpopulações. A capacidade funcional das células NK foi 
investigada in vitro, quanto à degranulação citotóxica via CD107a e à produção das citocinas 
pró-inflamatórias IFN-γ e TNF. Diferenças de expressão para o repertório de NK foram 
observadas principalmente entre os participantes coinfectados e aqueles monoinfectados 
pelo Mtb (p≤0,05), independente da manifestação clínica da TB, indicando o impacto da 
infecção viral na coinfecção. Do mesmo modo, células iNKT ativadas e com perfil Th17 
foram mais frequentes entre os participantes TB coinfectados pelo HIV-1, em relação aos 
Mtb-monoinfectados (p≤0,01). As células T γδ apresentaram uma frequência 
significativamente menor nos participantes coinfectados com TB ganglionar, em relação 
àqueles coinfectados com TB pulmonar (p≤0,05), sugerindo a participação dessas células 
na patogênese desta manifestação clínica da TB. Por fim, as células NK apresentaram 
função prejudicada nos três grupos clínicos avaliados, sem qualquer diferença quanto ao 
potencial de degranulação e expressão de IFN-γ e TNF. O presente trabalho gerou 
informações importantes quanto ao perfil imune inato na coinfecção HIV/Mtb, além de 
sinalizar uma potencial participação das células T γδ na imunopatogênese da manifestação 
extrapulmonar da TB em participantes coinfectados pelo HIV-1.  

 

Palavras-chave: Coinfecção HIV/Mtb, células linfoides inatas, imunidade inata, tuberculose 
extrapulmonar. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ  

 

HUMAN INNATE LYMPHOCYTES CHARACTERIZATION IN HIV/TB ASSOCIATION: 
IMPLICATIONS ON GANGLIONIC FORM OF EXTRAPULMONARY TUBERCULOSIS 

IMMUNOPATHOGENESIS  

 

ABSTRACT 

 

MASTER DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL 

 

Andressa da Silva Cazote 

 
Tuberculosis (TB) remains a serious worldwide public health problem, and is the leading 
cause of death among people living with HIV/AIDS. The characteristic HIV-1 
immunodeficiency, due to the depletion of CD4+ T cells and the generalized immune system 
disorders, impairs significantly the course of TB, increasing the risk of extrapulmonary TB 
manifestations among coinfected HIV/TB patients, especially lymph node TB presentation. 
Since the cells of innate immunity play an important role in the immunopathogenesis of TB 
and these cells are impaired in HIV-1 infection, we have hypothesized that innate cells may 
also participate in the immunopathogenesis of extrapulmonary TB, among HIV/Mtb 
coinfected patients. In this context, the present work aimed to evaluate the participation of 
NK, iNKT and γδ T cells from innate immunity in the immunopathogenesis of the ganglionic 
form of extrapulmonary TB presentation. Six ganglionic HIV/TB coinfected patient, fifteen 
pulmonary HIV/TB coinfected patients, and fifteen pulmonary Mtb-monoinfected subjects 
were evaluated as part of a prospective study. Ex vivo evaluation of the NK cell repertoire 
included analysis of accessory molecules, and inhibitory and activating receptors belonging 
to KIR, NCR, NKG2, LILR and SLAM families, by multiparametric flow cytometry. iNKT and 
γδ T cells and their subpopulations were also accessed. Cytotoxic degranulation (CD107a) 
and pro-inflammatory cytokine production (IFN-γ and TNF) were investigated in vitro for 
functional capacities of NK cells. Differences for NK repertoire expression were mainly 
observed between HIV/TB coinfected and Mtb-monoinfected patients, regardless of TB 
manifestation, indicating the impact of viral infection. Similarly, activated iNKT cells 
expressing Th17 profile were significantly more frequent among HIV-1 patients, coinfected 
with HIV-1, compared with Mtb-monoinfected (p≤0.01). γδ T cells was significantly less 
frequent among HIV/TB coinfected patients with ganglionic TB presentation than among 
HIV/TB ones with pulmonary TB (p≤0,05), suggesting the participation of γδ T cells in the 
pathogenesis of extrapulmonary manifestation of TB. Finally, NK cells presented an impaired 
function and no differences were observed among the three clinical groups evaluated, 
neither to degranulation potential, nor to expression of IFN-γ and TNF cytokines. The present 
work generated important information regarding the innate immune profile of HIV/Mtb 
coinfection, signaling the potential participation of γδ T cells in the immunopathogenesis of 
extrapulmonary TB manifestation in HIV/TB coinfected individuals. 

 
Keywords: HIV/Mtb coinfection, innate lymphoid cells, innate immunity, extrapulmonary 
tuberculosis. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Epidemiologia da associação HIV/Tuberculose 

A tuberculose (TB) é uma das doenças infectocontagiosas mais antigas da 

humanidade, tendo como principal agente causador o bacilo Mycobacterium 

tuberculosis (Mtb), detectado em múmias egípcias datadas de cerca de 2000 a.C., o 

que indica que esta doença vem acometendo a humanidade há muitos séculos (Zink 

et al. 2003). A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que, aproximadamente, 

20 a 40% da população mundial se encontre acometida por esta infecção, com uma 

estimativa de 10,4 milhões de casos novos em 2016. Dentre esses, cerca de 10% 

consistem de indivíduos soropositivos para o vírus da imunodeficiência humana tipo 

I (HIV-1), 87% deles sob terapia antirretroviral combinada altamente ativa (cART) 

(WHO 2017), indicando que a cART per se não é suficiente para evitar a TB nessa 

população (Kufa et al. 2014). Soma-se a essa estatística, no mesmo ano, 1,3 milhão 

de mortes por TB entre indivíduos soronegativos para o HIV-1, além de 374.000 

mortes entre aqueles infectados pelo HIV-1. A TB é reconhecida pela OMS como a 

nona causa principal de morte no mundo e, há cinco anos, tem sido classificada 

como a doença infecciosa mais letal, à frente do HIV/AIDS (WHO 2017). 

No Brasil, a TB permanece como um importante problema de saúde pública, 

tornando o país parte da lista dos 20 países com os maiores índices de casos de TB 

no mundo, os quais juntos corresponderam a 84% da incidência global da doença 

registrada no ano de 2016 (WHO 2017). Além disto, o Brasil responde por 33% de 

todos os casos de TB nas Américas. Em 2016, o país registrou 69.509 casos novos 

e 13.213 casos de retratamento de TB, além dos 4.543 óbitos associados à infecção 

registrados no ano anterior (Boletim Epidemiológico 2017a e 2017b). Entre as 

Unidades da Federação (UF) observa-se uma variação ampla do risco de 

adoecimento por TB, com o registro entre 10,5 casos por 100 mil habitantes no 

Distrito Federal, e de 67,2/100 mil habitantes no Amazonas, frente a uma média 

nacional de 32,4/100 mil habitantes, observada em 2016. Neste cenário, o estado do 

Rio de Janeiro apresenta um destaque lamentável, com um coeficiente de incidência 

de 61,2/100 mil habitantes, registrado no mesmo período para a UF, e de 84,2/100 

mil habitantes para a capital, colocando o estado entre as nove UFs acima do 

registro nacional (Boletim Epidemiológico 2017). Em adição, a cidade do Rio de 

Janeiro apresentou um coeficiente de mortalidade de 6,5 óbitos a cada 100 mil 
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habitantes, o segundo maior do país. De fato, a região metropolitana do Rio de 

Janeiro é considerada endêmica para TB (Rodrigues et al. 2017).  

A TB é uma doença relacionada à pobreza, associada com frequência à 

marginalização social e à privação financeira. No entanto, o principal fator de risco 

para o desenvolvimento da TB é a infecção concomitante pelo HIV-1, sendo ainda 

atribuída à TB uma parcela significativa da mortalidade associada ao HIV/AIDS 

(Ford et al. 2015). A infecção pelo HIV-1 impacta a incidência de TB de modo 

significativo, pois aumenta em até 20 vezes o risco de desenvolvimento de doença 

ativa, tanto pela reativação de infecção latente pelo Mtb, como pela recidiva da 

doença e pelo aumento da susceptibilidade à reinfecção (Pawlowski et al. 2012). 

Em 2016, um total de 476.774 casos de TB foi notificado entre pessoas 

vivendo com HIV/AIDS no mundo, o que correspondeu a 46% do número de casos 

estimados para o mesmo ano (WHO 2017). No Brasil, dos 76,3% dos casos novos 

de TB submetidos à testagem para HIV-1, 9,4% revelaram a associação HIV/TB, 

enquanto o percentual de HIV/TB nos casos de retratamento da TB foi de 17,8%, 

quase duas vezes maior, e correspondendo a 2.345 registros (Boletim 

Epidemiológico 2017b). No estado do Rio de Janeiro, dentre os casos novos de TB 

diagnosticados em 2016, a associação HIV/TB foi observada em 8,9% dos casos, 

enquanto este valor subiu para 10,3% considerando-se os dados da capital (Boletim 

Epidemiológico 2016). 

Pessoas vivendo com HIV/AIDS são mais vulneráveis à TB, sendo esta a 

causa principal de óbito definida entre as doenças infecciosas nesse grupo. A 

infecção pelo HIV-1 atinge hoje cerca de 36,7 milhões de indivíduos em todo o 

mundo, com a contabilização de 1,8 milhão de casos novos em 2016, e de 1,0 

milhão de óbitos relacionados à AIDS (UNAIDS 2017). No Brasil, apenas nos seis 

primeiros meses de 2017, foram notificados 16.371 casos novos de infecção pelo 

HIV-1, enquanto 12.366 indivíduos vieram a óbito ao longo de 2016 (Boletim 

Epidemiológico HIV/AIDS 2017). O estado do Rio de Janeiro foi responsável por 

cerca de 10-12% desses números, registrando 1.601 casos novos de infecção no 

mesmo período de 2017, e 1.721 óbitos em 2016, por AIDS como causa básica 

(Boletim Epidemiológico HIV/AIDS 2017).  

A coinfecção HIV/Mtb se estabelece como uma entidade patológica distinta 

das infecções isoladas, permitindo o desenvolvimento de quadros clínicos atípicos 
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àqueles observados em indivíduos monoinfectados. De acordo com os dados da 

OMS, 15% dos casos notificados de TB no mundo em 2016 referiam-se a casos 

extrapulmonares de TB (WHO 2017). De fato, embora a TB seja uma doença de 

disseminação ampla, especialmente em países em desenvolvimento, sua 

manifestação como doença extrapulmonar ocorre em menor frequência. O Brasil 

segue a mesma tendência mundial, uma vez que formas clínicas de TB 

extrapulmonar (TBEP) têm sido observados em cerca de 13% dos pacientes com TB 

(Gomes et al. 2014). 

Porém, estas ocorrências aumentam consideravelmente nos casos de 

coinfecção pelo HIV-1, incluindo apresentações graves que envolvem o sistema 

nervoso central (Jaryal et al. 2011; Spalgais et al. 2013). De fato, dados do Ministério 

da Saúde mostram que 21% (1.403 indivíduos) dos casos novos de TB em 

indivíduos infectados pelo HIV-1, notificados em 2016, apresentaram formas de 

TBEP, uma frequência 6% maior que aquela observada em ausência de infecção 

pelo HIV-1 (Boletim Epidemiológico 2017b). Além disso, em um estudo recente 

realizado pelo nosso grupo, no qual foram avaliados indivíduos HIV/TB, as 

apresentações extrapulmonares da TB, incluindo TB disseminada, foram observadas 

em 56% dos indivíduos avaliados, mostrando como a infecção pelo HIV-1 impacta 

de modo significativo o curso da TB (da Silva et al. 2017).  

Apesar da considerável redução da incidência de TB entre pacientes 

soropositivos para o HIV em tratamento com cART, estudos realizados, inclusive por 

nosso grupo colaborador, mostraram ainda uma prevalência do HIV-1 de 19% em 

pacientes com TB (do Prado et al. 2014) e sugerem que a infecção pelo HIV-1 ainda 

tenha um impacto substancial na mortalidade por TB, no contexto do amplo acesso 

à cART e na prevalência da doença (Schmaltz et al. 2009). 

Os perfis epidemiológicos da TB e da infecção pelo HIV-1 no Brasil têm 

propiciado sua sobreposição, em especial nos grandes centros urbanos, envolvendo 

as capitais federativas (Ministério da Saúde 2017). Nestes locais são observadas 

condições bastante favoráveis à transmissão de ambos os agentes etiológicos, em 

função de questões culturais, marginalização, exploração econômica e a expressiva 

concentração demográfica, em áreas onde o saneamento é inadequado, há falta 

d’água, e as condições de moradia, alimentação e transporte são precários. As 
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cidades da região metropolitana do Rio de Janeiro, com suas comunidades e 

periferias carentes, são cenários potenciais para a associação HIV/TB. 

 

1.2 Patogenia da Tuberculose 

A transmissão do Mtb ocorre, via de regra, por inalação dos bacilos e, 

portanto, pelas vias aéreas (Förtsch et al. 2000). Logo, o pulmão é o principal órgão 

acometido pela infecção (Bethlem 2012). Indivíduos com TB pulmonar ativa podem 

eliminar bacilos de Mtb suspensos em aerossóis, através da tosse ou mesmo da 

fala. Essas partículas com potencial infectante são passíveis de serem inaladas e 

alcançarem os pulmões de outros indivíduos sadios presentes no mesmo ambiente, 

caracterizando uma nova infecção, dita primária. Indivíduos com TB cavitária no 

pulmão são fontes majoritárias de infecção, sendo responsáveis pela transmissão da 

doença em seu ambiente social (Gadkowsk & Stout 2008). 

Frente à inalação dos bacilos, a probabilidade da infecção de fato ocorrer, 

bem como desta evoluir para TB ativa per se, é modulada por fatores ligados às 

características do bacilo e a fatores imunes do hospedeiro (Narasimhan et al. 2013). 

Este conceito foi sintetizado por Rich em 1951, através de uma fórmula matemática, 

a qual estabeleceu que a probabilidade da infecção tuberculosa evoluir para doença 

ativa é diretamente proporcional ao inóculo, considerando o número de bacilos 

infectantes, à sua virulência e à reação de hipersensibilidade que ela provoca, e 

inversamente proporcional às resistências natural e adquirida do organismo 

infectado (revisto por Coelho Filho et al. 2013). Portanto, a resposta imune é 

fundamental nesse processo. 

Em indivíduos assintomáticos, a infecção é dita latente e o bacilo permanece 

contido e sob o controle da resposta imune. A única evidência da transmissão bem 

sucedida e de infecção efetiva é dada pelo desenvolvimento de resposta 

imunológica específica, a qual pode ser identificada pela positividade ao teste 

tuberculínico (PPD - Derivado Proteico Purificado), o que ocorre entre duas a oito 

semanas após a infecção (CDC 2013). 

Cerca de 10% dos indivíduos da população com infecção latente 

desenvolvem TB ativa logo no primeiro ano pós-infecção, ou em algum momento ao 

longo da vida, seja pelo não controle da infecção primária ou pela reativação 
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posterior dos bacilos quiescentes adquiridos naquele momento, ou ainda menos 

frequentemente, por reinfecção (Maher 2010; WHO 2017). 

No entanto, esta divisão clínica simplista da infecção pelo Mtb, que classifica 

a TB em ativa e latente, não contempla a real complexidade da patogenia desta 

infecção. Designada de modo geral como a contenção do bacilo em sua forma 

inativa, a TB latente inclui desde casos de depuração completa do Mtb, à incubação 

de bactérias ativamente replicantes em ausência de sintomas clínicos (Young et al. 

2009).  

Nesse contexto, a infecção pelo Mtb pode ser descrita mais adequadamente 

através de um espectro contínuo envolvendo a resposta imune ao patógeno, o qual 

se estende de uma imunidade capaz de esterilizar a infecção, ao desenvolvimento 

da doença ativa subclínica e da doença clinicamente ativa, como apresentado na 

Figura 1 (Barry 3rd et al. 2009). 

 

 

Figura 1. Espectro do estabelecimento da infecção pelo Mtb e do desenvolvimento 
da tuberculose. 
A infecção pelo Mtb pode ser caracterizada dentro de um amplo espectro de acordo com 
o envolvimento da resposta imune. Este espectro abrange desde a resposta imune eficaz 
no controle do patógeno, passando pela apresentação subclínica da doença até a 
apresentação da doença ativa, incluindo as denominações convencionais de infecção 
latente ou ativa. Os sintomas da tuberculose manifestam-se de acordo com a progressão 
da infecção, sendo a infecção pelo HIV um fator de impacto negativo ao curso da 
tuberculose. Adaptada de Barry 3rd et al. 2009. 
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Nesse modelo é interessante observar o envolvimento inicial da imunidade 

inata no bloqueio do estabelecimento do Mtb (Förtsch et al. 2000). Frente à inalação 

dos aerossóis com uma carga bacteriana suficientemente capaz de transpassar as 

barreiras físicas da mucosa pulmonar, a exposição ao Mtb segue com o contato 

entre os bacilos e os macrófagos alveolares, os quais reconhecem a micobatéria 

através de um amplo sistema de receptores capazes de identificar diferentes 

estruturas microbianas, ingerindo o Mtb (Förtsch et al. 2000). Essas células possuem 

toda uma gama de mecanismos antimicrobianos autônomos, mas que podem ser 

evadidos pelo Mtb. O pender da balança para a capacidade microbicida da célula ou 

para os fatores de virulência da micobactéria será o definidor do curso da infecção. 

As células dendríticas (DCs), com sua multiplicidade de receptores capazes de 

reconhecer o Mtb, também fazem parte dos primeiros tipos de células residentes dos 

alvéolos a entrarem em contato com a micobactéria, e no interior das quais essas 

também são capazes de se replicar (Förtsch et al. 2000). Esse encontro inicial é 

importante para o posterior desencadeamento da resposta imune adaptativa contra 

o Mtb, caso seja necessário frente à persistência do patógeno.  

Os macrófagos alveolares fagocitam a micobactéria, e produzem quimiocinas 

responsáveis pela atração das células inflamatórias da primeira linha de defesa, 

como neutrófilos, macrófagos derivados de monócitos, células “natural killer” (NK) e 

T γδ, que dão início à formação de uma espécie de granuloma inato (revisto por 

Ehlers & Schaible 2012). A contenção e eliminação do Mtb podem ocorrer nessa 

fase, sem o desenvolvimento da resposta imune adaptativa (Förtsch et al. 2000). 

Este fato pode ser observado em 20-25% dos indivíduos que foram expostos à TB, 

os quais não desenvolveram nenhum sinal de memória imunológica contra o Mtb, 

apresentando resultados negativos aos testes auxiliares no diagnóstico de TB ativa 

e latente, como PPD e o ensaio de liberação de IFN-γ (IGRA), que identificam 

exclusivamente elementos da resposta imune adaptativa, sugerindo que a eficácia 

da resposta imune inata desses indivíduos exclua a necessidade da resposta imune 

adaptativa (Revisto por Verral et al. 2014). Ainda, em modelos experimentais de 

infecção por Mtb através de aerossóis, é possível que ocorra a formação do 

granuloma em ausência completa de imunidade específica (Smith et al. 1997). Neste 

contexto, é indiscutível a participação decisiva da resposta imune inata no não 

estabelecimento eficaz da infecção ou na pré-latência da TB (Bozzano et al. 2014). 
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Assim, cabe levantar a hipótese de participação da resposta imune inata de memória 

ou “imunidade treinada” nesse processo, um conceito recente que envolve a 

participação de macrófagos e células NK, capazes de otimizar a resposta imune de 

modo inespecífico (Netea et al. 2016).  

O conceito de “imunidade treinada” tem ganhado destaque no cenário da 

pesquisa, especialmente em vegetais, animais invertebrados e mamíferos. A 

“imunidade treinada” é induzida após infecção primária ou vacinação, e confere 

proteção contra infecções secundárias e proteção cruzada contra outras infecções, 

através de mecanismos independentes das respostas de células T e B. O 

mecanismo celular que medeia a resposta imune inata de memória resulta no 

reconhecimento de patógenos através de um amplo painel de receptores e no 

aumento da resposta imune inflamatória protetora (Kleinnijenhuis et al. 2015). 

Estudos demonstram que a vacina BCG é capaz de conferir imunidade protetora 

contra infecções secundárias por Candida albicans ou Schistosoma mansoni. Ainda, 

células NK de indivíduos imunizados com BCG demonstram maior produção de 

citocinas proinflamatórias frente à infecções micobacterianas (Revisto por Netea et 

al. 2016). 

Quando a resposta imune inata é insuficiente para a destruição do patógeno e 

há a manutenção da infecção, um ambiente inflamatório é estabelecido, 

acompanhado pela remodelação tecidual e pelo desencadeamento da resposta 

imune adaptativa (revisto por Ehlers & Schaible 2013). Ao longo do tempo, as 

células se agrupam progressivamente em um agregado compacto e organizado de 

macrófagos maduros de diferentes fenótipos, cercado por fibroblastos e intercalados 

por neutrófilos, DCs e células NK, e por células B, células T CD4+, as quais 

correspondem entre 60 e 70% dos linfócitos T (Randhawa 1990), e células T CD8+, 

caracterizando o granuloma tuberculoide clássico (Fig. 2). 
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Figura 2. Estrutura e constituição celular do granuloma tuberculoide. 
Inicialmente, o granuloma tuberculoide é constituído de macrófagos maduros, que podem fundir-se, 
formando grandes células multinucleadas ou diferenciar-se em células espumosas. Ainda, podem 
sofrer transformação, tornando-se células epitelioides. Células como: neutrófilos, células dendríticas, 
células T e B, células Natural Killer, fibroblastos e células que secretam componentes da matriz 
extracelular, são constituintes da estrutura granulomatosa. Adaptado de Ramakrishnan 2012. 

 

Por volta de seis a oito semanas após a infecção, as DCs que migraram para 

os nódulos linfáticos e tornaram-se eficientes na apresentação de antígenos, o que 

não acontece no início da infecção, ativam e recrutam os linfócitos T. Linfócitos T 

ativados migram, então, para o sítio de infecção, onde o granuloma inato se 

encontra, ativando os macrófagos, tornando-os capazes de destruir o Mtb presente 

em seu interior (Ulrichs & Kaufmann 2006; Egen et al. 2011). Portanto, é a ativação 

contínua das células T na manutenção do granuloma que marca o estágio de 

latência da TB, com a persistência da infecção, na qual o crescimento e a 

disseminação dos bacilos para outros tecidos são limitados (Ulrichs & Kaufmann 

2006). Desse modo, mais de 90% das pessoas infectadas permanecem 

assintomáticas, embora o Mtb sobreviva no interior dos macrófagos.  
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Estudos em peixe-zebra (Danio rerio), um modelo experimental animal cada 

vez mais utilizado em substituição a camundongos, mostraram que após a 

administração de Mycobacterium marinum em baixas concentrações, a micobactéria 

replica livremente em macrófagos, e muitos outros macrófagos não infectados são 

ativamente recrutados para a área em torno das células infectadas (Davis et al. 

2002). Esses macrófagos não apenas funcionam como células de sustentação para 

o granuloma surgente, mas evidências apoiam a ideia de que esta formação inicial 

beneficia o crescimento e expansão populacional da micobactéria, ao funcionarem 

como fontes adicionais de infecção. Seguindo-se à replicação inicial das 

micobactérias no macrófago, estas são liberadas no espaço intracelular através da 

morte da célula infectada, sendo rapidamente ingeridas pelos macrófagos presentes 

ao redor (Davis & Ramakrishnan 2009). Além disso, nessa fase de formação do 

granuloma, uma fração dos macrófagos infectados pode se desprender do 

granuloma e iniciar infecção em locais distantes. De fato, o monitoramento da 

infecção em peixe-zebra mostrou que essas células deixam o granuloma primário e 

participam do estabelecimento de granulomas secundários em outros sítios, por via 

hematogênica, sendo assim a principal fonte de disseminação durante a infecção 

(Davis & Ramakrishnan 2009). 

Outros fagócitos também podem estar envolvidos na internalização e 

transporte de micobactérias a partir do sítio primário nos pulmões. As DCs são 

candidatas importantes nesse processo, dado seu papel no transporte de antígenos 

da periferia aos órgãos linfoides secundários para o desencadeamento da resposta 

imune adaptativa (Banchereau et al. 2000). Essas células fagocitam as 

micobactérias e fornecem um ambiente favorável à sobrevivência e ao crescimento 

intracelular, em particular por essas células serem menos eficientes em sua 

destruição que os macrófagos (Krishnan et al. 2010). Portanto, o Mtb pode utilizar-se 

do tráfego das células fagocíticas profissionais como meio de disseminação para 

gânglios linfáticos regionais e também para outros órgãos, evento chave na 

patogênese da TB (Krishnan et al. 2010). No entanto, os mecanismos envolvidos na 

disseminação ou na contenção e controle do Mtb no pulmão, bem como no 

estabelecimento de outros sítios, permanecem sem elucidação (Krishnan et al. 

2010). 

A TB extrapulmonar é definida, de acordo com critério de classificação da 

OMS, como a infecção pelo Mtb na qual são afetados tecidos e órgãos fora do 
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parênquima pulmonar, como resultado da disseminação linfática ou hematogênica 

da micobactéria (WHO 2013). A TB pode ocorrer em qualquer órgão fora dos 

pulmões, cujas manifestações podem ser mais ou menos graves.  

A apresentação mais grave é a chamada TB miliar, a qual se refere a uma 

forma progressiva e amplamente disseminada da doença, que implica na 

disseminação hematogênica para vários órgãos, sendo mais afetados fígado, baço, 

nódulos linfáticos, meninges, medula óssea e glândulas adrenais. No entanto, a 

apresentação mais frequente de TBEP é a TB ganglionar (63-77%), sendo os 

gânglios cervicais os mais comumente afetados, embora linfadenopatias 

supraclavicular, torácica, abdominal e axilar também sejam frequentemente 

observadas (Salvador et al. 2015). Um terço dos pacientes com a apresentação 

ganglionar possui histórico familiar de TB (Sánchez et al. 2015). 

Os sinais e sintomas clínicos observados nas manifestações extrapulmonares 

de TB variam de acordo com o órgão acometido. Estes sinais e sintomas podem 

compreender febre, aumento de fistulização das cadeias ganglionares, dispneia, 

acúmulo de líquido nos folhetos pleurais, meningite, entre tantos outros (Ministério 

da Saúde 2011). Habitualmente, os indivíduos que desenvolvem TB ganglionar são 

assintomáticos, sendo o quadro clínico caracterizado pelo aumento de um ou mais 

gânglios cervicais, que podem permanecer indolores de semanas a anos, quando 

começam a apresentar sinais de inflamação (Sánchez et al. 2015). 

As apresentações de TB ganglionar geralmente envolvem comprometimento 

unilateral, sem implicação sistêmica, e as afecções do mediastino associam-se com 

maior frequência à forma pulmonar da doença (Revisto por Ramirez-Lapausa et al. 

2015). Os gânglios afetados desenvolvem-se lenta e progressivamente, adquirindo 

aspecto de massas multilobuladas, com consistência firme e aderidas a planos mais 

profundos, podendo ser confundidas com processos malignos (Sánchez et al. 2015). 

Eventualmente, pode apresentar necrose ou produzir sintomas inflamatórios, como 

ulceração, formação de fístulas e escrófula. Ainda, o inchaço local pode comprimir 

estruturas vizinhas, resultando em sua obstrução (Revisto por Ramirez-Lapausa et 

al. 2015).  

No geral, as apresentações de TBEP têm resultado negativo à baciloscopia 

de escarro e, por isso, seu impacto na transmissão é reduzido (Ministério da Saúde 

2011; Bethlem 2012). Por outro lado, seu diagnóstico não é simples, sendo 
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frequentemente demorado e tardio, o que implica no aumento da morbidade e da 

mortalidade dos indivíduos acometidos, podendo ainda ser a causa direta de 

complicações, sequelas e deficiências ao longo da vida. É dependente de forte 

suspeição clínica, uma vez que sinais e sintomas podem ser relativamente vagos e 

associados à radiografia torácica normal, além de baciloscopia de escarro negativa. 

Além disso, envolve exames invasivos, com a semeadura direta do tecido extraído 

de biópsias ou de outro material biológico (Bethlem 2012).  

Testes como PPD e IGRAs também são utilizados na TBEP, embora apenas 

os segundos permitam diferenciar entre indivíduos infectados pelo Mtb, os vacinados 

com BCG e aqueles infectados por micobactérias atípicas. Além serem incluídos 

controles, evitando resultados falso-negativos. Embora esses testes deem suporte 

ao diagnóstico da doença, os resultados negativos não excluem a possibilidade de 

TBEP, visto que mais de 68% dos casos podem apresentar testes negativos (Mert et 

al. 2001). Na TBEP, exames de imagem também podem auxiliar no diagnóstico, 

frente à dificuldade inerente na obtenção de amostras microbiológicas, e na 

realização de biópsias (Gonzáles-Martin et al. 2010). 

No entanto, o diagnóstico definitivo requer a detecção do Mtb, por 

baciloscopia e/ou cultura microbiológica, o que se faz realmente efetivo com 

amostras obtidas a partir de biópsias (sensibilidade >70-80%), mas não exatamente 

de fluidos biológicos (sensibilidade 2-50%). As biópsias são geralmente realizadas 

por aspiração com agulha fina, ou mesmo requer excisão cirúrgica do tecido, sendo, 

portanto, um procedimento invasivo, o qual nem sempre é possível de ser realizado 

pela dificuldade de acesso à lesão suspeita (Ramírez-Lapausa et al. 2015). 

Para a TB ganglionar, a biópsia do gânglio sugestivo, aspirativa e/ou cirúrgica, 

é o procedimento realizado como parte da rotina de investigação da TBEP, o qual 

apresenta sensibilidade de 80% e menor frequência de resultados inconclusivos. No 

entanto, a caracterização de biomarcadores circulatórios associados à TB 

ganglionar, com potencial para identificar os casos de TB ganglionar, seria de 

grande auxílio no diagnóstico e no manejo menos invasivo dos pacientes 

acometidos (Ramírez-Lapausa et al. 2015).  

Entre os fatores de risco envolvidos no desenvolvimento de TBEP estão a 

idade, comorbidades, como doença renal crônica, diabetes melittus, 

doenças/condições imunossupressivas, e, principalmente, a coinfecção pelo HIV-1. 
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De fato, a coinfecção pelo HIV-1 é o principal fator de risco conhecido para a 

progressão da infecção pelo Mtb para doença ativa (Fig. 3), aumentando o risco de 

reativação da TB latente e a ocorrência de TBEP (Jaryal et al. 2011; Pawlowski et al. 

2012; Spalgais et al. 2013). Tanto a TB como o HIV-1 têm efeitos profundos no 

sistema imunológico, pois são capazes de desestruturar as respostas imunes do 

hospedeiro através de mecanismos que ainda não estão totalmente compreendidos. 

 

 

Figura 3. A coinfecção pelo HIV-1 e o Mtb e o risco aumentado de tuberculose ativa e de 
progressão da infecção pelo HIV-1. 
Em indivíduos infectados pelo HIV-1, o risco de desenvolvimento da tuberculose aumenta de acordo 
com a progressão da infecção viral, representado em verde (risco reduzido), amarelo (risco mediano) 
e vermelho (risco aumentado). O grau de imunodeficiência é um dos principais fatores de impacto 
para o desenvolvimento das formas ativas de tuberculose. Ainda, o início da terapia antirretroviral 
pode resultar na rápida reconstituição imune em alguns indivíduos, fator que pode favorecer o 
surgimento de casos de TB unmasked. Adaptado de Bell & Noursadeghi 2018. 

 

O Mtb é um patógeno intracelular facultativo de macrófagos, e uma vez no 

interior dessas células, é capaz de rapidamente se adaptar ao ambiente do 

fagossomo, como por exemplo, reprogramando sua respiração para anaeróbia 

(Schnappinger et al. 2003). Macrófagos contendo Mtb no interior de seus 

fagossomos falham em promover o amadurecimento normal e acidificação 

associados à fusão fagolisossomal. Múltiplos fatores de virulência do Mtb parecem 

contribuir com o estabelecimento desse fenótipo alterado, subvertendo esse 

mecanismo imune dos macrófagos (Peddireddy et al. 2017). Outro evento 

relacionado ao mecanismo de virulência do patógeno e ao escape imune é a 

translocação do Mtb do fagossomo para o citosol (Houben et al. 2012; Jamwal et al. 

2016). 
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Além disso, a morte do macrófago é um evento chave na patogenia do 

granuloma e também no desfecho da TB, sendo a necrose considerada uma 

estratégia do microrganismo para evitar a defesa inata do hospedeiro. Evidências 

indicam que a morte dos macrófagos por necrose é mais favorável ao Mtb que a 

apoptose, e que a intervenção da micobactéria neste processo faz parte de sua 

virulência. Estudos envolvendo macrófagos em cultura revelaram que aqueles em 

apoptose liberam menos bacilos viáveis que macrófagos necróticos (Molloy 1994). 

Ainda, macrófagos apoptóticos parecem estar associados a variantes atenuadas de 

Mtb, enquanto aquelas mais virulentas, não somente inibem a apoptose como 

também promovem necrose e dano tecidual, além de crescerem de modo mais 

eficiente (Keane et al. 2000). Proteínas do Mtb como SecA2 e NuoG são descritas 

como inibitórias da apoptose em células de linhagem macrofágica (Hinchey 2007; 

Velmurugan 2007; Miller 2010). Central também nesse processo é a molécula 

efetora ESAT6, um ativador potente do inflamassoma (Mishra et al. 2010), o que 

sugere que o Mtb pode causar morte celular por piroptose, mediada via Caspase 1 

(Davis & Ramakrishnan 2009). Neste contexto, é evidente que a fisiopatologia da TB 

é altamente dependente da habilidade dos bacilos de subverterem a resposta imune 

inata de macrófagos. 

 

1.3 Patogenia da Infecção pelo HIV-1 

A infecção pelo HIV-1 caracteriza-se pela redução progressiva e contínua dos 

linfócitos T CD4+, principal alvo do vírus, em ausência de cART (Fig. 3). Uma vez 

que estas células são protagonistas da imunidade adaptativa, sua perda culmina 

com a desestruturação não apenas quantitativa, mas funcional da imunidade do 

hospedeiro, expondo-o a infecções e afecções que caracterizam a AIDS (Perreau et 

al. 2013). Os linfócitos T CD4+ desempenham um papel importante na resposta 

imune contra o HIV-1 e contribuem para o controle das infecções virais de um modo 

geral, pela indução e/ou manutenção da resposta dos linfócitos T CD8+, linfócitos B 

e macrófagos, e/ou ainda pela mediação direta de suas funções efetoras antivirais, 

como a produção de citocinas e, eventualmente, por atividade citotóxica (Marshall & 

Swain 2011). 

O processo de depleção das células T CD4+ está correlacionado tanto com os 

níveis de viremia (Fig. 3), quanto ao fenômeno de hiperativação crônica dessas 
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células e do sistema imune em geral. De fato, a infecção pelo HIV-1 cada vez mais 

tem sido considerada uma doença inflamatória crônica que leva à imunodeficiência. 

Ao longo de toda a fase crônica assintomática da infecção viral são observadas 

moléculas inflamatórias em níveis elevados, as quais correlacionam-se diretamente 

com a progressão da doença (Deeks et al. 2004; Douek et al. 2009). No entanto, em 

modelo primata não humano de infecção não patogênica pelo vírus da 

imunodeficiência símia, este perfil inflamatório não é evidenciado (Silvestri et al. 

2003).   

Vários mecanismos têm sido considerados para a ativação crônica associada 

à infecção pelo HIV-1. Dentre eles, o principal é a translocação de produtos 

microbianos do lúmen gastrointestinal, que chegam mesmo a atingir a corrente 

sanguínea (Brenchley et al. 2006). Este fenômeno tem origem na depleção em 

massa das células T CD4+ do tecido linfoide associado ao trato gastrointestinal 

(GALT), a qual ocorre ainda no início, durante a infecção primária pelo HIV-1 

(Brenchley et al. 2004; Mehandru et al. 2004). Esta depleção parece ter causa na 

infecção lítica de células T “helper” 17 (Th17) do GALT pelo HIV-1, as quais são 

particularmente permissivas à infecção por retrovírus (Stieh et al. 2016). Em 

paralelo, a infecção não produtiva de células em repouso pelo HIV-1, por 

disseminação célula-célula no tecido linfoide, também contribui para a depleção das 

células T CD4+ e a ativação imune, uma vez que moléculas incompletas de DNA 

geradas na transcrição reversa são percebidas pelo sensor citosólico de DNA IFI16, 

o que promove a ativação do inflamossomo e resulta na morte celular por piroptose, 

além da liberação da interleucina proinflamatória (IL-) 1β (Doitsh et al. 2014; Monroe 

et al. 2014). Esta sequência de eventos liga claramente a depleção de células T 

CD4+ à inflamação crônica (Galloway et al. 2015; Doitsh & Greene 2016). O 

processo culmina ainda com uma senescência imunológica precoce e a exaustão 

clonal dos linfócitos T, impactando a função imune e, consequentemente, agravando 

a imunodeficiência (Kahan et al. 2015; Sokoya et al. 2017).  

Na coinfecção HIV/Mtb muitos desses mecanismos imunopatogênicos 

identificados para as infecções isoladamente estão alterados ou mesmo 

potencializados, acelerando ainda mais a deterioração imunológica, o que resulta 

em morte prematura do hospedeiro, na ausência de tratamento adequado. 



15 
 

A infecção pelo HIV-1 altera profundamente a resposta imune do hospedeiro 

ao Mtb, a começar pela depleção das células T CD4+, funcionalmente importantes 

na proteção contra a micobactéria. De modo similar à infecção pelo HIV-1, a 

inflamação crônica também é um evento marcante na TB, e necessário à 

disseminação dos bacilos para outros hospedeiros. O processo inflamatório 

estabelecido nas vias respiratórias, induzido e intensificado pela morte dos 

macrófagos, está diretamente envolvido no mecanismo de transmissão do Mtb, 

através do desenvolvimento de cavitações pulmonares e da tosse característica da 

doença (Bell & Noursadeghi 2018). Nesse cenário, linfócitos T CD4+ próinflamatórios 

(Th1) ganham também um papel importante na imunopatogênese da TB, uma vez 

que, em resposta à persistência do Mtb, participam na manutenção do ambiente 

inflamatório. Por outro lado, a importância dessas células na proteção contra o Mtb é 

bem definida, estando envolvidas na contenção e no controle da replicação do Mtb. 

Ao assumir-se que esta participação das células T CD4+ na restrição do Mtb é dada 

pelas citocinas que produzem, a coinfecção pelo HIV-1 impacta significativamente 

esta função (Kalsdorf et al. 2009; Caccamo et al. 2010). Além do HIV-1 infectar e 

depletar preferencialmente as células T CD4+ específicas aos antígenos do Mtb 

(Geldmacher et al. 2010), linfócitos T CD4+ multifuncionais, produtores de IFN-γ, IL2 

e TNF, possuem uma frequência reduzida em indivíduos coinfectados HIV/Mtb 

(Kalsdorf et al. 2009). Portanto, a coinfecção estabelece um ambiente 

desestruturado de células T CD4+, impactando no controle da replicação do Mtb e 

em sua contenção ao sítio de infecção primária, o que aumenta muito o risco de 

reativação da TB e da sua disseminação para outros órgãos. 

Outras alterações importantes influenciam a formação, manutenção, e 

composição do granuloma. Em indivíduos coinfectados, o granuloma, quando 

formado, exibe uma organização celular pobre, com menos linfócitos e macrófagos, 

e grandes áreas de necrose, comparado a granulomas tuberculoides de indivíduos 

não infectados pelo HIV-1 (Revisto por Philips & Ernst 2012). De fato, sugere-se que 

as proteínas do HIV-1 possam reduzir a apoptose de macrófagos associada ao Mtb, 

um papel especialmente conferido à proteína NEF, o que compromete a restrição da 

micobactéria (Kumawat et al. 2010). Lembrando que a necrose possa ser mais 

favorável ao Mtb que a apoptose, uma aparente permissividade a este último 

processo se estabelece na coinfecção.  
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Além disso, a autofagia, importante mecanismo catabólico celular para a 

degradação e reciclagem de componentes intracelulares, é imunologicamente 

regulada na infecção por Mtb e utilizada pelos macrófagos como alternativa à não 

formação do fagolisossomo, e à translocação dos bacilos para o citosol, também 

sofre impacto na coinfecção (Li et al. 2016). Na TB, pacientes com baixo potencial 

autofágico apresentam uma doença mais severa e desfechos menos favoráveis (Li 

et al. 2016). O HIV-1 também é capaz de inibir as vias da autofagia, por ação de 

NEF, através do bloqueio da maturação dos autofagossomos, através da interação 

com uma proteína reguladora (Kyei et al. 2009). Esta inibição foi observada no 

processo de montagem do vírion surgente como forma de proteção contra a 

degradação autofágica. Em consonância com este efeito da infecção pelo HIV-1 na 

autofagia, a presença do vírus em macrófagos infectados pelo Mtb tem sido 

associada ao aumento do crescimento micobacteriano (Pathak et al. 2010). 

Outras populações celulares que também devem contribuir para as alterações 

observadas na associação HIV/TB são os linfócitos Th17 e Th22. Um papel 

funcional para estas subpopopulações de células T na proteção imunológica contra 

a TB tem sido identificado, como o recrutamento de neutrófilos, através da indução 

de MIP-2 e imunidade protetora durante a fase crônica da infecção por Mtb HN878, 

respectivamente, embora essa observação baseie-se primariamente em estudos 

desenvolvidos em camundongos (Cruz et al. 2010; Treerat et al. 2017). No entanto, 

a depleção dessas subpopulações celulares ainda na fase primária da infecção pelo 

HIV-1 pode também contribuir para as diferenças observadas durante as respostas 

imunes ao Mtb em pacientes coinfectados pelo HIV-1, comparados àqueles não 

infectados pelo vírus (Brenchley et al. 2008; Kim et al. 2012). 

Não há dúvidas de que a perda de células T CD4+ está relacionada à 

reativação da TB e à frequência aumentada dos casos de TBEP observadas na 

coinfecção HIV/Mtb. No entanto, o envolvimento das células da imunidade inata 

nesse processo deve ser considerado. 

A atenção aos eventos inatos associados à imunopatogênese da TB, à 

infecção por Mtb e aos seus desfechos clínicos, em muito se concentra nas células 

da linhagem mieloide, como monócitos, macrófagos, DCs e neutrófilos (Sia et al. 

2015). O envolvimento das células linfoides inatas como as NK, NKT e células T γδ 

têm ficado fora do foco, apesar do acúmulo de evidências crescentes a respeito de 



17 
 

sua importante participação na otimização do desenvolvimento e regulação da 

resposta imune adaptativa dos linfócitos T CD4+ e CD8+, bem como na regulação da 

inflamação. É fato que essas células participam da resposta imune contra o Mtb e 

sofrem alterações importantes na infecção pelo HIV-1 (Espíndola et al. 2016; Morais-

Papini et al. 2017). Portanto, conhecer melhor o perfil desses linfócitos inatos em 

indivíduos HIV/TB e avaliar sua participação na imunopatogênese da coinfecção, em 

especial dos casos de TB extrapulmonar, se faz relevante. 

 

1.4 Linfócitos da Imunidade Inata 

1.4.1 Células “Natural Killer” 

As células NK são componentes efetores do sistema imune inato, que se 

desenvolvem a partir de progenitor linfoide da medula óssea comum aos linfócitos T. 

Estas células são capazes de reconhecer células tumorais ou infectadas por 

patógenos intracelulares, especialmente os vírus, através de uma gama de 

receptores de superfície, e eliminar o alvo arquitetando uma resposta imune eficaz 

dentro de poucas horas após o início da infecção, sem sensibilização prévia, 

utilizando múltiplos mecanismos efetores (Hölzemer et al. 2017). 

As células NK correspondem à aproximadamente 5-15% dos linfócitos da 

circulação sanguínea periférica e estão distribuídas por diferentes órgãos e tecidos 

linfoides, como medula óssea, timo, nódulos linfáticos e baço, e não-linfoides, como 

intestino, pele, fígado, pulmões e útero gravídico, além de serem rapidamente 

recrutadas aos tecidos periféricos em processos inflamatórios (Carrega & Ferlazzo 

2012). Os nódulos linfáticos apresentam 40% de todos os linfócitos do corpo, dos 

quais 1 a 7% são células NK. 

A definição fenotípica das células NK baseia-se na ausência de expressão da 

molécula CD3, ou seja, correspondem a linfócitos CD3-, e pela expressão relativa na 

superfície membranar de ambas as moléculas CD56, ou molécula de expressão 

neural (NCAM-1), e CD16, também identificada como receptor de baixa afinidade 

para imunoglobulina gama, ou FcγRIII (Robertson & Ritz 1990). A densidade 

combinada de expressão de CD56 e CD16 resulta em diferentes subpopulações de 

células NK, e embora não haja um significado funcional direto para níveis altos e 

baixos de expressão de CD56, uma vez que a função dessa molécula não é 

conhecida em células NK humanas, de certo modo essa variação de expressão 
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coincide com as principais características funcionais das células NK. Cerca de 90% 

das células NK circulantes, apresentam uma menor expressão de CD56, 

caracterizando o fenótipo CD56dim, o qual é mais naturalmente citotóxico, ineficiente 

na produção de citocinas e com capacidade proliferativa reduzida. Essas células são 

também CD16bright, o que lhes dá a capacidade de se ligar a antígenos virais 

expressos na superfície de células infectadas, através de imunoglobulinas da classe 

G (IgG), e induzir a lise das células-alvo, um mecanismo de ação conhecido como 

citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC). Os outros 10% restantes 

das células NK são representados por uma subpopulação com elevada expressão 

de CD56 (CD56bright), que também é CD16dim ou CD16-, e possui baixa citotoxicidade 

natural, mas alta capacidade proliferativa e de secreção de citocinas (Leal et al. 

2017). Cerca de 75% das células NK encontradas nos nódulos linfáticos são 

CD56bright (Ferlazzo et al. 2004). 

Essas células possuem ainda um complexo repertório de receptores de 

superfície codificados na linhagem germinativa, que não sofrem rearranjo gênico 

como os receptores antigênicos dos linfócitos T e B, mas que também são capazes 

reconhecer múltiplos ligantes nas células-alvo, e através dos quais ocorrem as 

sinalizações de ativação e/ou inibição (Long et al. 2013).  

De um modo geral, os receptores ativadores reconhecem moléculas 

exógenas e endógenas expressas em células alteradas, que indicam a existência de 

anormalidade, enquanto os receptores inibitórios reconhecem principalmente 

moléculas do complexo principal de histocompatibilidade de classe I (MHC-I) 

clássico e não-clássicos, expressos nas células-alvo (Shifrin et al. 2014). A resposta 

imune efetora das células NK resulta da integração de sinais disparados pelos 

receptores inibitórios e estimulatórios presentes nas células-alvo. Portanto, o 

balanço entre os sinais captados pelos diferentes receptores irá definir a atividade 

das células NK (Long et al. 2013). 

É notório que as células NK não necessitam de sensibilização antigênica 

prévia para realizarem suas funções, o que lhes permite uma ação imediata frente 

aos estímulos. Embora a densidade das moléculas de MHC-I seja fundamental para 

sua regulação, os mecanismos envolvidos na modulação desse processo ainda não 

estão totalmente elucidados. Em condições normais de homeostasia, os dois grupos 

de receptores promovem um intercâmbio de sinais, que culminam com os sinais 
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inibidores se sobrepondo aos ativadores, mantendo as células NK tolerantes e em 

estado de repouso (Fig. 4.B). Duas teorias são propostas para os mecanismos de 

ativação das células NK: “missing self” e (“stress”-)“induced self” (Watzl 2003). 

A teoria “missing self”, que na tradução literal da língua inglesa significa 

“perda do próprio”, diz respeito à redução ou perda das moléculas de MHC-I, 

presentes nas células normais de invertebrados, e sugere que as células NK tenham 

seu limiar de ativação reduzido quando isto acontece (Fig. 4.A). A diminuição da 

densidade de expressão dessas moléculas torna as células NK citotóxicas frente ao 

alvo, caso seja transmitido um sinal positivo através dos receptores de ativação 

(Raulet & Vance 2006; Elliott & Yokoyama 2011). 

Por sua vez, a teoria (“stress”-) “induced self”, ou “indução do próprio”, ou 

ainda, “indução do próprio por estresse”, postula que mesmo não havendo alteração 

no MHC-I, as células NK tornam-se ativadas pelo aumento de sinais ativadores, 

disparados pela expressão aumentada de moléculas ligantes dos receptores de 

ativação, na célula-alvo, de modo a sobrepujar os sinais inibitórios presentes, o que 

pode ocorrer numa infecção viral, por exemplo (Fig. 4.C) (Pegram et al. 2011). A 

referência ao estresse baseia-se no fato de que células submetidas a uma injúria, ou 

a um estresse, também podem expressar moléculas ligantes dos receptores de 

ativação das células NK (Pegram et al. 2011).  

 



20 
 

 

Figura 4. Mecanismos propostos para a tolerância e ativação das células NK. 
(A) Ativação através do mecanismo “missing self”; (B) Mecanismo de tolerância; (C) Ativação através 
do mecanismo “induced self”. Adaptado de Elliott & Yokoyama 2017. 

 

O repertório de receptores das células NK abrange moléculas distintas 

pertencentes a diferentes famílias, sendo que uma mesma família pode incluir tanto 

receptores de ativação, quanto de inibição (Middleton et al. 2002; Pegram et al. 

2011). O repertório de células NK é moldado por receptores KIR (receptores do tipo 

imunoglobulina de células “killer”), receptores LILR (receptores semelhantes a 

imunoglobulinas de leucócitos com domínios extracelulares múltiplos), receptores de 

lectina tipo C, receptores de citotoxicidade natural (NCRs), e outras moléculas 

acessórias que participam desse processo (Tabela 1). 

Os receptores KIR são reguladores chave do desenvolvimento, tolerância e 

ativação das células NK e têm como principais ligantes os diversos alelos de MHC-I 

(HLA-A, HLA-B e HLA-C), os quais são expressos na superfície de todas as células 

nucleadas do organismo (Caligiuri 2008; Campbell & Purdy 2011). Os receptores 

KIR possuem ectodomínios semelhantes às imunoglobulinas e, em geral, podem ter 

2 (KIR2D) ou 3 domínios (KIR3D). São codificados por 14 genes (2DL1 a 2DL5, 

3DL1 a 3DL3, 2DS1 a 2DS5, e 3DS1) altamente polimórficos, e podem transduzir 

sinais inibitórios ou de ativação, dependendo de sua cauda citoplasmática (Campbell 

& Purdy 2011). KIR inibitórios (KIR2DL ou KIR3DL) possuem uma longa cauda 
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citoplasmática que contém dois domínios ITIM (motivo inibitório de receptores 

imunológicos baseado em tirosina), que inibem a atividade celular. Por sua vez, KIR 

ativadores (KIR2DS ou KIR3DS) têm cauda citoplasmática curta acoplada à 

molécula DAP12, a qual possui domínios ITAM (motivo ativador de receptores 

imunológicos baseado em tirosina) (Campbell & Purdy, 2011; Sivori et al. 2014). 

Embora os ligantes de KIR inibitórios sejam predominantemente os vários alelos de 

HLA-A, HLA-B e HLA-C, produtos microbianos como oligonucleotídeos CpG também 

já foram descritos em associação a essas moléculas (Sivori et al. 2014). Para os KIR 

ativadores, os ligantes ainda não se encontram totalmente elucidados (Ivarsson et 

al. 2014). 

Dentre os receptores de lectina tipo C, a família NKG é composta por 

moléculas de grande importância para as células NK, compreendendo sete 

membros referidos como NKG2A, -B, -C, -D, -E, -F e –H, com A/B e E/H sendo 

variantes originárias dos mesmos genes (Brostjan et al. 2000). Com exceção de 

NKG2D, essas moléculas formam heterodímeros com a molécula invariante CD94, 

também uma lectina tipo C. Os receptores NKG2A e NKG2B são inibitórios e 

possuem domínios ITIM em suas caudas intracelulares; os receptores NKG2C, 

NKG2E e NKG2H são moléculas ativadoras e sinalizam via DAP-12, acoplada ao 

prolongamento citoplasmático de CD94 e que contém motivo ITAM. Apesar das 

capacidades distintas de sinalização de seus membros, o complexo NKG2-CD94 

reconhece o mesmo ligante presente na superfície das células alvo, as moléculas de 

MHC-I não clássico HLA-E (Brostjan et al. 2000). Embora pertença à família NKG2 e 

seja um dos receptores mais bem caracterizados, o NKG2D apresenta 

características bem distintas dos demais componentes. NKG2D é expresso de modo 

constitutivo em essencialmente todas as células NK humanas em repouso, 

apresentam-se como homodímeros e associam-se às moléculas DAP-10 ou DAP-

12, que além de darem estabilidade ao complexo receptor, são responsáveis pela 

transdução de sinais, via motivos YINM e ITAM, respectivamente (Lanier 2015). Em 

humanos, esse receptor é invariante e reconhece moléculas induzidas pelo estresse 

celular, como proteínas estruturalmente associadas à cadeia do MHC-I, incluindo 

MIC-A e MIC-B, e os seis membros da família de proteínas ligantes de UL16 (ULBP) 

(Eagle et al. 2009). Portanto, conceitualmente, o NKG2D funciona como um sensor 

geral para o reconhecimento do “induced self”, para a detecção e eliminação de 
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células hiperproliferativas, células transformadas ou células infectadas por agentes 

patogênicos (Lanier 2015). 

A família multigênica LILR corresponde a receptores inibitórios e de ativação, 

homólogos entre si em suas porções extracelulares, porém diferentes nas regiões 

intracelulares. Os LILRs possuem dois ou quatro domínios extracelulares 

semelhantes a imunoglobulinas, e uma cauda citoplasmática longa contendo 

motivos ITIM, quando inibitórios, e enquanto os ativadores, apresentam uma cauda 

citoplasmática curta, associada à cadeia FcγR, com motivos ITAM (Hirayasu & Arase 

2015). Estruturalmente, os LILRs são categorizados como membros do grupo 1 

(LILRB1, LILRB2 e LILRA1–3) e membros do grupo 2 (LILRB3–5 e LILRA4–6), com 

base nos resíduos de LILRB1 que interagem com as moléculas de MHC-I. Embora 

seja uma família de receptores identificada há quase vinte anos, sua significância 

clínica e biológica permanece pouco compreendida. No entanto, o receptor LILRB1 

ou CD85j, que possui função inibitória para as células NK ao reconhecer um amplo 

espectro de MHC-I clássicos (HLA-A, B e C) e não clássicos (HLA-E e G), têm 

importante participação na resposta de NK contra infecções virais (Iannello et al. 

2006). 

Os NCRs são receptores de ativação e pertencem à superfamília das 

imunoglobulinas, embora se assemelhem estruturalmente aos KIR e LILR, sendo 

expressos majoritariamente em células NK (Hudspeth et al. 2013). NKp30, NKp46 e 

NKp80 são expressos em células NK quiescente, constitutivamente, enquanto 

NKp44 é expresso apenas em células NK ativadas (Middleton et al. 2002). Os NCRs 

interagem com uma gama de ligantes que variam de moléculas de origem 

bacteriana, parasitária e viral, a moléculas originárias das próprias células alvo 

(Kruse et al. 2014). A densidade superficial dos NCRs correlaciona-se com a 

magnitude de atividade citolítica das células NK. A transdução de sinais ativadores 

utiliza os adaptadores DAP-12, CD3ζ e FcγR quando reconhece seus ligantes (Sivori 

et al. 2014). 

Várias outras moléculas com diferentes características estruturais também 

participam do processo de ativação das células NK, diretamente ou como 

coestimuladoras, como CD69, CD160, CD161, CD244, CD226, entre outras.  

Assim como o receptor NKp44, a molécula CD69 não é expressa na 

superfície de células NK em repouso (Ziegler et al. 1994; Pisegna et al. 2002). Esse 
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receptor pertence à família de lectinas tipo C (Ziegler et al. 1994) e sua expressão 

pelas células NK está condicionada à ativação através de citocinas, como IL-2, IL-7, 

IL-12 e IFN-α, bem como a partir da ligação ao receptor CD16, sendo prontamente 

sintetizada (Ziegler et al. 1994). A interação entre o receptor CD69 e seu ligante, 

desconhecido até o momento (Radulovic & Niess 2015), é capaz de induzir a 

atividade citotóxica e a produção de citocinas coestimulatórias, não apenas pelas 

células NK, mas também pelas células T (Pisegna et al. 2002). Essa molécula já foi 

associada à produção aumentada de IFN-γ em células NK com fenótipo de memória 

(Romee et al. 2012), além do envolvimento com a resposta imune regulatória em 

mucosas (Radulovic & Niess 2015). 

O receptor CD160, por sua vez, é uma proteína de membrana com um único 

domínio de Ig, expresso em diversos tipos celulares, especialmente em células 

citotóxicas, como é o caso das células NK, células T CD8+ e células T γδ (Maeda et 

al. 2005). De acordo com seu ligante, pode assumir funções ativadora, inibitória (Le 

Bouteiller et al. 2011) ou coestimulatória (Maeda et al. 2005). Nas células NK, a 

interação do receptor CD160 com moléculas de MHC-I clássicas e não-clássicas 

está diretamente ligada à citotoxicidade (Maïza et al., 1993), contudo, essa pode 

apresentar variações de indivíduo para indivíduo (Le Bouteiller et al. 2011). Ainda, a 

interação desse receptor com seu ligante promove indução da produção de 

citocinas, como grandes quantidades de IFN-γ, bem como as citocinas TNF e IL-6 

(Barakonyi et al. 2004). 

A molécula CD161 também um membro da família de receptores de lectinas 

tipo C, é expressa por grande parte das células NK (Lanier et al. 1994). Entretanto, 

sua função e frequência de expressão tendem a ser contraditórias nos diferentes 

estágios do desenvolvimento dessas células (Montaldo et al. 2013). Em células NK 

imaturas, o receptor CD161 apresenta-se em frequências reduzidas e detém função 

ativadora (Montaldo et al. 2012). Em contrapartida, em células NK maduras, essa 

molécula assume papel inibitório, tendo em vista que a interação com seu ligante, o 

transcrito semelhante à lectina 1 (LLT1), não resulta em produção de citocinas ou 

atividade degranulatória por essas células (Montaldo et al. 2013), de outro modo, a 

perda da interação entre o CD161 e seu ligante resulta na ativação de células NK 

através do mecanismo “missing-self” (Mesci et al. 2006). Embora a função desse 

receptor seja principalmente definida como inibitória em células NK, em células T 
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sua função pode ser descrita como inibitória e coestimulatória (Hassouneh et al. 

2017). 

O receptor CD244 (2B4), um membro da família das moléculas de sinalização 

da ativação de linfócitos (SLAM), está presente em todas as células NK humanas, 

sendo expresso sob uma ou duas isoformas, das quais apenas uma tem 

demonstrado ativar a citotoxicidade dessas células (Mathew et al. 2009). O ligante 

identificado para o CD244 é a molécula CD48, presente em todas as células 

hematopoiéticas. Postula-se que a molécula CD244 possa ter um potencial 

multifuncional e regulatório, e que o desfecho de sua estimulação possa ser 

dependente do estágio de maturação da célula NK, mas está frequentemente 

associada à atividade citotóxica dessa célula (Mathew et al. 2009; Pegram et al. 

2011). 

O CD226, também conhecido como DNAM-1 (molécula acessória DNAX-1), é 

expresso em cerca de 50% das células NK, e possui importante função 

coestimulatória dessas células, estando envolvido no processo de formação da 

sinapse imunológica citotóxica (Xiong et al. 2015). Os ligantes desse receptor são as 

moléculas CD112 (Nectina-2) e CD155 (Vimentina), as quais são amplamente 

distribuídas em células normais neuronais, epiteliais, endoteliais e fibroblastos, e em 

células transformadas ou infectadas por patógenos, sendo seu aumento de 

expressão percebido pelas células NK. Elas também são expressas por células 

imunes como monócitos, DCs e linfócitos T ativados (Pegram et al. 2011; Xiong et al. 

2015). 
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Tabela 1. Receptores ativadores e inibitórios expressos em células NK. 

Família Receptor Função 

ILT CD85j Inibitória 

KIR 

CD158a Inibitória 

CD158b1 Inibitória 

CD158b2 Inibitória 

CD158d Inibitória 

CD158e/CD158e1 Inibitória 

CD158e2 Ativadora 

CD158i Ativadora 

CD158j Ativadora 

Receptor de Lectina tipo C 

CD94 Ativadora / Inibitória 

NKG2A Inibitória 

CD161 Inibitória 

NKG2C Ativadora 

CD69 Ativadora 

NKG2D Ativadora 

NCR 

NKp30 Ativadora 

NKp44 Ativadora 

NKp46 Ativadora 

NKp80 Ativadora 

Superfamília das 

imunoglobulinas 

CD160 Ativadora 

CD226 Ativadora 

SLAM CD244 Ativadora 

 

Além da ativação direta pelas células alvo, as células NK podem ser ativadas 

por mediadores inflamatórios produzidos durante a inflamação, respondendo 

indiretamente ao estabelecimento da infecção. Em situações de inflamação ou 

infecção viral, monócitos, macrófagos, neutrófilos, DCs e linfócitos T secretam IL-2, 

IL-12, IL-15, IL-18 e IL-21 em abundância, as quais direcionam a ativação das 

células NK, aumentando a secreção de citocinas citotóxicas e a habilidade de 

destruir células alteradas (Wu et al. 2017). 

A integração dos sinais ativadores e inibitórios desencadeia a função efetora 

das NK, caracterizada pela produção de mediadores inflamatórios solúveis e, 

principalmente, pela citotoxicidade às células alvo. As células NK possuem um 

grande número de grânulos secretores os quais estocam e liberam proteínas 

indutoras de morte celular, como perforina, granzimas e granulisina (Revisto por 
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Mandal & Viswanathan 2015; Revisto por Elgarhy et al. 2015). Essas proteínas 

líticas são estocadas em grânulos circundados por uma bicamada lipídica, a qual 

contem glicoproteínas associadas à membrana lisossomal, incluindo CD107a, 

CD107b e CD63 (Winchester 2001). Portanto, a ativação das células NK induz a 

exocitose desses grânulos, cujo conteúdo lítico é liberado na sinapse imunológica, 

num processo denominado degranulação (Chan et al. 2007). A liberação desses 

grânulos citolíticos leva à apoptose da célula-alvo, envolvendo o sistema 

perforina/granzimas ou a expressão das proteínas pró-apoptóticas Fas-ligante 

(FasL; CD95L) e TRAIL copresentes nos grânulos, na superfície celular (Monleón et 

al. 2001; Krzewski & Coligan 2012). 

A perforina pertence à família de proteínas do complexo de ataque a 

membrana e insere-se na membrana plasmática da célula-alvo funcionando como 

um poro de estrutura semelhante ao complexo de ataque a membrana C5-C9 do 

sistema complemento (Revisto por Voskoboinik et al. 2010). Os poros de perforina 

são utilizados para facilitar o transporte de granulisina e granzimas para o interior do 

citoplasma das células-alvo. As granzimas são uma família de serina proteases com 

diversos membros, sendo a principal constituinte das células NK a granzima B. Esta 

enzima pode iniciar a apoptose na célula-alvo através da ativação direta das 

Caspases 3 e 7 (Afonina et al. 2010). A granulisina por sua vez é uma proteína que 

compartilha semelhanças com a saponina e que possui a habilidade de interagir com 

lipídeos. A injúria causada nos lipídeos da membrana leva à liberação do citocromo 

c no interior do citosol, iniciando apoptose junto à geração de espécies reativas de 

oxigênio (Okada et al. 2003).  

Em adição à sua função lítica, as células NK podem secretar quimiocinas e 

citocinas, como MIP-1β, TNF e IFN-γ, que recrutam e ativam outras células imunes, 

promovem resistência celular à infecção e influencia a resposta imune adaptativa 

(Mandal & Viswanathan 2015). 

As células NK estão envolvidas na infecção pelo Mtb, sendo capazes de 

produzir uma resposta imune vigorosa contra a micobactéria, mas seu papel exato 

durante a TB permanece desconhecido. Essas células são recrutadas para os sítios 

de infecção bem no início, estando envolvidas no desenvolvimento do granuloma 

inato, podendo participar mesmo da eliminação do Mtb (revisto por Ehlers & 

Schaible 2013). A resposta de células NK contra o Mtb pode ocorrer via 
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reconhecimento de macrófagos infectados através de receptores como NKp46 e 

NKG2D que reconhecem UBLP1 e vimentina, respectivamente, aumentadas nessas 

células após a infecção (Vankayalapati et al. 2005). Além disso, um contato direto 

entre o ácido micólico e a proteína arabinogalactana da micobactéria com o receptor 

NKp44 também tem sido considerado, enquanto o receptor do tipo “Toll” 2 (TLR2) 

reconhece diretamente o M. bovis em DCs derivadas de monócitos (Marcenaro et al. 

2008; Esin et al. 2013). As células NK podem ainda secretar citocinas que são 

capazes de expandir a resposta imune das populações de células T CD8+ e NKT 

(Revisto por Vankayalapati & Barnes 2009). A IL-12 é um forte fator estimulador de 

células NK secretado por macrófagos e que induz aumento da função dessas 

células e promove a síntese e secreção de IFN-γ. Células NK ativadas por IL-12 são 

capazes de inibir o crescimento de Mtb (Denis 1994). 

In vitro, as células NK induzem ainda a resposta imune de células T CD8+ 

através da destruição de macrófagos infectados (Vankayalapati et al. 2004), ou de 

células T reguladoras (Roy et al. 2008), e pela intensificação do “crosstalk” com DCs 

na presença de Mtb (Vankayalapati et al. 2009), indicando que células NK são 

importantes para a indução da resposta imune adaptativa na TB. 

As células NK parecem ter um papel importante também na infecção pelo 

HIV-1. No entanto, alterações fenotípicas e funcionais importantes são observadas 

para essas células, como por exemplo, a redução de expressão de CD16, assim 

como da circulação das células CD56dimCD16+ (Hu et al. 1995; Mavilio et al. 2005). 

Alterações significativas na expressão do repertório NK após a infecção pelo HIV-1 

têm sido descritas, como a redução de NKp30, NKp44 e NKp46 (Mavilio et al. 2003). 

Alterações funcionais também já foram descritas para as células NK na infecção 

pelo HIV-1, como a redução de sua capacidade citotóxica, bem como na produção e 

secreção de IFN-γ e TNF (Mavilio et al. 2003; Mavilio et al. 2005).  

Por outro lado, uma atividade mais intensa das células NK e a expressão de 

NCRs estão associadas com a preservação das funções de células T CD4+ e com 

carga viral mais baixa (Mavilio et al. 2003). De fato, estudos têm demonstrado uma 

importante participação das células NK no controle da infecção pelo HIV-1. Scott-

Algara et al. (2008) caracterizaram um subgrupo de células NK CD85j+ capazes de 

controlar a replicação do HIV-1 em DCs derivadas de monócitos in vitro. As 

associações genéticas entre haplótipos de KIR e a resistência à infecção pelo HIV-1 
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ou uma progressão mais lenta para AIDS, já foram bem estabelecidas (Martin et al. 

2002; Ravet et al. 2007; Carrington et al. 2008). Em particular, os produtos dos 

genes KIR3DL1 e KIR3DS1 (CD158e1 e CD158e2, respectivamente) têm sido 

associados ao controle da replicação do HIV-1 por células NK, em indivíduos 

capazes de controlar naturalmente a infecção pelo HIV-1, na ausência de cART, os 

chamados não-progressores (LTNP) e controladores de elite (EC) (Long et al. 2008, 

Kamya et al. 2011). Um estudo desenvolvido por Marras et al. (2013) demonstrou 

que as células NK desses pacientes, quando estimuladas, não expressam o receptor 

NKp44, o que parece correlacionar-se à preservação das células T CD4+. No 

entanto, a capacidade citolítica das células NK é preservada, o que pode estar 

associado ao aumento de expressão de NKG2D observado nesses controladores 

virêmicos. Esse estudo indica uma resposta imune conservada de células NK, 

acompanhado por uma restrição seletiva de NKp44, uma via de cunho 

imunopatogênico para as células T CD4+. Em indivíduos expostos ao HIV-1, células 

NK multifuncionais foram identificadas e relacionadas aos eventos iniciais de 

controle e ao não estabelecimento da infecção (Lima et al. 2016). Além disso, vários 

autores demonstraram mutações de escape para linfócitos T citotóxicos no HIV-1, 

mas que são reconhecidas pelas células NK, reforçando a importância dessas 

células na infecção (Alter et al. 2011; Fadda et al. 2011). 

No entanto, quando considera-se a associação HIV-1 e TB, o papel de células 

NK e demais células da resposta imune inata pouco está definido. A produção de 

citocinas pelas células NK, como IL-2, IL-15, IFN-γ e TNF encontra-se 

acentuadamente reduzida na associação HIV/TB pulmonar (Ramana Rao et al. 

2010). Em contrapartida, um estudo realizado no Camboja com pacientes 

coinfectados HIV/Mtb e submetidos à cART, demonstrou o envolvimento das células 

NK com perfis fenotípicos e citotóxicos diferenciados naqueles indivíduos que se 

encontravam sob o risco de desenvolver quadros clínicos reacionais associados à 

síndrome inflamatória de reconstituição imune (IRIS) (Pean et al. 2012). Estes 

achados apontam para uma participação importante da resposta imune inata no 

desenvolvimento de processos reacionais observados em coinfecções. 

Frente a esta observação, podemos postular a seguinte hipótese: na 

coinfecção HIV/Mtb, as células NK e demais células do sistema imune inato podem 

também estar envolvidas no processo de contenção do Mtb e na imunopatogênese 

da TBEP. De fato, alterações na atividade de células NK observadas na infecção 
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pelo HIV-1, como a redução da sua capacidade de responder a macrófagos 

infectados pelo Mtb, pode interferir com o processo de apoptose via Caspases 3 e 7 

(Afonina et al. 2010), e deste modo, por exemplo, facilitar que a necrose de 

macrófagos induzida pelo Mtb via Caspase 1 ocorra (Davis & Ramakrishnan 2009). 

Isto associaria de modo indireto as células NK à patogênese da TB extrapulmonar 

em pacientes coinfectados pelo HIV-1. Portanto, a caracterização do perfil dessas 

células circulantes, em pacientes com apresentação TBEP, é bastante relevante. 

Além disto, o conceito de memória imune inata para células NK também deve 

ser considerado para a patogênese da TBEP. O conceito de “imunidade treinada” 

descrita para monócitos também tem sido aplicado para as células NK. A expressão 

do receptor heterodimérico de ativação CD94/NKG2C nas células NK circulantes, 

vem sendo relacionado ao perfil "treinado" ou de memória nestas células (Gumá et 

al. 2006; Lopez-Verges et al. 2011; Beziat et al. 2013). Esta observação diz respeito 

à indivíduos assintomáticos soropositivos para citomegalovírus humano (HCMV), 

que expressaram alta frequência de células NK CD94/NKG2C+, em comparação a 

dadores soronegativos ou soropositivos para outros herpes vírus. Estas células 

foram associadas ao contato com o vírus (Gumá et al. 2006). Faz-se interessante a 

observação de que o receptor de ativação NKG2C é geralmente expresso por uma 

minoria de células NK no sangue periférico, enquanto a maioria das células NK 

expressa o receptor inibidor CD94/NKG2A. A reativação do HCMV levou a um 

aumento duradouro das células NK NKG2C+, que preferencialmente expressavam 

CD57, mas não possuíam NKG2A (Foley et al. 2011, Foley et al. 2012; Davis et al. 

2015). Células NK de memória podem ser importantes para o processo de restrição 

do Mtb aos sítios de infecção primária. 

 

1.4.2 Células “Natural Killer” T Invariantes 

As células “natural killer” T ou NKT estão entre os primeiros componentes do 

sistema imune a responderem contra diversos agentes infecciosos e a produzirem 

resposta inflamatória, atuando como uma conexão entre o sistemas imunes inatos e 

adaptativo. São capazes de direcionar a natureza e a qualidade da resposta das 

células T, devido à sua pronta capacidade de produção de citocinas frente à 

infecção, e desempenham importante papel na regulação da tolerância a 

transplantes, doenças autoimunes, alergias, inflamação e doenças infecciosas 
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(Terabe & Berzofsky 2008). Estas células representam uma subpopulação de 

linfócitos inatos que compartilham semelhanças com as células NK e com os 

linfócitos T da imunidade adaptativa, como seu próprio nome indica. 

As células NKT expressam moléculas de superfície definidoras de células NK, 

como CD56 e CD161, e dos linfócitos T convencionais, como CD3 e os receptores 

de antígeno de células T (TCR), que resultam de rearranjo gênico e que reconhecem 

lipídeos e glicolipídeos no contexto de moléculas não polimórficas que se 

assemelham àquelas do MHC-I, conhecidas como CD1d (Waldowska et al. 2017). 

As moléculas CD1d são constitutivamente expressas em todos os linfócitos, mas 

predominante em células apresentadoras de antígenos, como DCs, linfócitos B e 

macrófagos (Tessmer et al. 2009). 

Raras no sangue periférico, representam cerca de 0,001 a 1% dos linfócitos 

circulantes em humanos, podendo chegar a 3% em alguns indivíduos (Berzins et al. 

2011). As células NKT são encontradas em vários tecidos e órgãos, como fígado, 

baço, pulmões, timo, medula óssea, nódulos linfáticos, pele e peritônio 

(Slauenwhite & Johnston 2015), com sua frequência variando de 0,0001-0,001 no 

timo, a 1% no fígado e 10% no peritônio (Berzins et al. 2011).  

Com base nas diferenças das características dos TCRs, as células NKT 

restritas ao CD1d são divididas em dois subgrupos principais: NKT tipo I e NKT tipo 

II (Juno et al. 2012; Kumar & Delovitch 2014). Embora haja divergência na literatura, 

a maioria das células NKT em humanos são do tipo I (Bendelac et al. 2007; Liao et 

al. 2013, Kumar & Delovitch 2014, Waldowska et al. 2017). Essas células expressam 

um TCR formado por uma cadeia α única, resultante do rearranjo dos segmentos 

Vα24 e Jα18, e por uma cadeia β de variedade restrita, geralmente Vβ11, sendo, 

portanto, também conhecidas como NKT invariante ou iNKT (Juno et al. 2012). As 

NKT tipo II, por sua vez, exibem TCRs com muito mais variedade de sequências, 

assemelhando-se mais às células T convencionais. No geral, as células NKT são 

fenotipicamente definidas como CD3dim/CD56+ (Schmidt-Wolf et al. 1993; Almehmadi 

et al. 2014) e as iNKT identificadas no contexto destas células como Vα24Jα18+ 

(Montoya et al. 2007), sendo estas as células NKT mais bem estudadas e 

caracterizadas.  

As iNKTs podem ser classificadas em subpopulações, de acordo com a 

expressão de CD4 e CD8, como CD4+CD8-, CD4-CD8+ e duplo-negativas (DN) CD4-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Slauenwhite%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26074921
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Johnston%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26074921
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CD8- (Lee et al. 2002; Gumperz et al. 2002). No entanto, iNKTs CD4+CD8+ duplo-

positivas também já foram descritas, embora numa frequência bastante reduzida 

(Montoya et al. 2008). Além disso, estudos diversos demonstraram a existência de 

subpopulações de células iNKT que diferem em termos da produção particular de 

citocinas e a expressão específica de fatores de transcrição. Essa classificação 

possui concomitância com a classificação das células T “helper” convencionais, e 

agrupa as células iNKT, predominantemente, como NKT-1, NKT-2 e NKT-17. Essas 

células expressam os fatores de transcrição T-bet, GATA3 e RORγt, que regulam, 

respectivamente, as células Th1, Th2 e Th17 (Kim et al. 2006; Michel et al. 2007; 

Lee et al. 2013). As células NKT-1 liberam grandes quantidades de IFN-γ, enquanto 

aquelas NKT-2 participam efetivamente como Th2, com a secreção de IL-4, IL-9, IL-

10 ou IL-13 (Watarai et al. 2012). As células NKT-17 liberam IL-17, uma vez 

ativadas, e promovem um estado de inflamação (Michel et al. 2007). Estas células 

estão associadas à expressão da molécula CD161, marcador natural de células NKT 

e caracteristicamente expresso na superfície das células Th17 (Annunziato et al. 

2007; Kleinschek et al. 2009; Ito & Seishima 2010; Moreira-Teixeira et al. 2011). Um 

estudo mais recente realizado por Sag et al. (2014) demonstrou ainda a existência 

das células NKT-10, com perfil secretor de IL-10. 

Múltiplos mecanismos de ativação já foram descritos para as células iNKT. A 

ativação direta dessas células possui analogia à ativação dos linfócitos T clássicos, 

envolvendo o reconhecimento pelo TCR da iNKT, do antígeno lipídico microbiano 

apresentado no contexto de CD1d (Reilly et al. 2010). Estas células também podem 

ser alertadas sobre a presença de patógenos quando antígenos lipídicos 

endógenos, associados ao CD1d, são apresentados por APCs, as quais foram 

previamente ativadas via TLR (Kronenberg et al. 2009). O estímulo de DCs com 

lipopolissacarídeo (LPS) ligante de TLR4, resulta na produção de IL-12 e no 

reconhecimento endógeno do complexo CD1d-ligante, que em conjunto com a 

sinalização de IL-12, induz a função efetora de células iNKT (Nagarajan et al. 2007). 

Além disso, a combinação das citocinas pró-inflamatórias IL-12 e IL-18 é suficiente 

para ativar as iNKT, de modo independente à apresentação de antígeno via CD1d 

(Reilly et al. 2010). Uma vez ativadas, as células iNKT produzem um coquetel de 

moléculas efetoras solúveis e associadas à membrana. Além das citocinas, estas 

células produzem proteínas citolíticas que incluem perforina, granzimas e 

granulisina, como as células NK, assim como moléculas de superfície envolvidas na 
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citotoxicidade, como FasL, culminando com a apoptose da célula-alvo (Gansert et al. 

2003; Matsuda et al. 2008). 

As células iNKT participam da imunidade de indivíduos com TB ativa, uma 

vez que estas encontram-se ativadas nesses pacientes (Montoya et al. 2008).  Isto 

sugere que o Mtb possa produzir lipídeo antigênico capaz de ser reconhecido pelas 

células iNKT, ou que a TB induza a expressão ou exposição de antígeno lipídico 

endógeno. De fato, TCR de alta afinidade para o complexo formado por ácido 

micólico derivado de Mtb e CD1d, foi identificado para NKT (Van Rhijn et al. 2013). 

Além disso, deficiência de células iNKT já foi associada ao desenvolvimento de TB 

ativa, uma vez que a comparação de biomarcadores imunológicos entre pacientes 

com TB latente e ativa demonstrou que essa deficiência é preditiva de ativação da 

doença em indivíduos infectados pelo Mtb (Sutherland et al. 2009). Em adição, a 

produção do fator estimulador de colônias de granulócitos e macrófago (GM-CSF) 

pelas células iNKT também está associado à resistência ao Mtb (Rothchild et al. 

2017). 

As células iNKT são susceptíveis à infecção pelo HIV-1, em particular as 

subpopulações CD4+, uma vez que também expressam CCR5, correceptor de 

entrada para o HIV-1 (Sandberg et al. 2002; Vasan et al. 2010). Estas células são 

rapidamente depletadas durante a infecção aguda, colaborando com a cronificação 

da infecção pelo HIV-1 (Fernandez et al. 2014). Estas células são preservadas em 

alguns indivíduos, sendo, porém, funcionalmente comprometidas (Moll et al. 2009; 

Snyder-Cappione et al. 2009). Considerando a participação das células NKT na 

formação inicial do granuloma na TB e na contenção da micobactéria, é relevante a 

investigação dessas células nas manifestações extrapulmonares da TB em 

indivíduos HIV/Mtb coinfectados. 

 

1.4.3  Células T γδ 

  As células T γδ correspondem a um importante subgrupo de linfócitos T, 

referidos como não convencionais, que possuem a habilidade de reconhecer uma 

gama de antígenos através do TCR, independente de sua apresentação no contexto 

das moléculas de MHC (Bonneville et al. 2010). Como o próprio nome revela, essas 

células também diferem das células T αβ convencionais pela composição do TCR, o 

qual consiste de heterodímeros formados pelas cadeias γ e δ (Wu et al. 2014). Em 
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humanos, as células T γδ são identificadas primariamente pelo segmento variável da 

cadeia δ utilizada (Vδ), definindo ao menos duas subpopulações: aquelas que 

expressam o segmento variável 1 (Vδ1+), encontradas no timo e nos tecidos 

periféricos, e aquelas que expressam essencialmente a cadeia δ com a região 

variável 2 (Vδ2+) (Vantourout & Hayday 2013). Estas Vδ2+ geralmente têm associada 

a cadeia γ constituída pela região variável 9 (Vγ9+) e, por isso, são conhecidas como 

T Vγ9+Vδ2 semi-invariáveis, e constituem as células T γδ do sangue periférico 

(Vantourout & Hayday 2013; Ribeiro et al. 2015). 

Estes linfócitos T possuem uma capacidade inerente de reconhecer antígenos 

rapidamente após infecção ou outras formas de estresse, e por responder 

amplamente, sem a necessidade de expansão clonal extensa ou diferenciação, o 

que permite às células T γδ participarem dos estágios iniciais da resposta imune 

conhecidos como fase aferente (Hayday 2009). Portanto, essas células são 

descritas como linfócitos efetores potentes contra patógenos (Lawand et al. 2017). 

As especificidades das células T γδ ainda são pouco conhecidas, mas não se 

restringem ao reconhecimento de peptídeo associado ao MHC, sendo sugerido que 

ocorra com amplitude semelhante ao reconhecimento antigênico das 

imunoglobulinas (Vantourout & Hayday 2013).  A hipótese fundamentada há trinta 

anos continua sendo considerada (Janeway et al. 1988), na qual essas células 

sejam capazes de reconhecer e reagir às moléculas de MHC, independente do 

conteúdo associado à fenda, ou a moléculas de MHC não clássicas, como CD1, 

quanto a moléculas relacionadas ao MHC, como MIC-A, MIC-B e ULBPs (Adams et 

al. 2005; Chien & Konigshofer 2007; Willcox et al. 2012; Uldrich et al. 2013). As 

células Vγ9Vδ2 reconhecem fosfoantígenos que são expressos pela via bioquímica 

do fosfato de metil-eritritol, muito utilizada no metabolismo de bactérias, fungos e 

parasitas, entre os quais o Mtb (Champagne 2011; Tyler et al. 2015). 

Além dos TCR com especificidades de reconhecimento variadas, definidas 

por rearranjo gênico, moléculas coestimulatórias e receptores de células NK, como 

NKG2D e CD158b, também são expressos pelas células T γδ, e possuem papel 

chave na ativação e na regulação da resposta imune mediada por estas células (Airò 

et al. 2000; Rincon-Orozco et al. 2005; Ribeiro et al. 2015). Assim como as células 

NK e os linfócitos T CD8+, as células T γδ também exibem potencial citotóxico, o 

qual é induzido através desses receptores de superfície, e mediado pela liberação 

de perforina e granzimas (Wrobel et al. 2007; Todaro et al. 2009). Além disso, as 
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células T γδ possuem uma propensão elevada à secreção de IFN-γ e TNF e em 

quantidades significativas, além de IL-17, cuja secreção é dependente da sua 

localização, como na derme e na lâmina própria do intestino, e do ambiente 

inflamatório (Wen et al. 1998; Caccamo et al. 2011).  Em conjunto, essas funções 

efetoras permitem às células T γδ participarem da fase eferente mais tardia da 

resposta imune (Vantourout & Hayday 2013). 

 As células T γδ possuem papel importante na defesa contra patógenos. Ainda 

que correspondam uma pequena parte dos linfócitos T CD3+ circulantes na periferia, 

entre 3 e 10% (Zheng et al. 2013; Latha et al. 2014), representam a subpopulação 

de células T de maior abundância nas mucosas e na pele (Zheng et al. 2013). 

Através de seus mecanismos efetores, bem como pela ativação de outras células do 

sistema imune, as células T γδ podem atuar na defesa contra uma gama de agentes 

infecciosos, câncer e doenças autoimunes (Zheng et al. 2013; Latha et al. 2014). Na 

TB, estas células possuem capacidade de modular o perfil de resposta imune inata e 

adaptativa, através da produção de IFN-γ, IL-17 e IL-22 (Latha et al. 2014). Já foi 

descrito que as células T γδ tendem a expandir-se após cultura frente ao Mtb 

(Kabelitz et al. 1990; Kabelitz et al. 1991).  

A atividade antiviral de células T γδ provenientes de indivíduos infectados 

pelo HIV-1 já foi demonstrada através da sua capacidade em lisar células infectadas 

pelo vírus e pela habilidade na produção de citocinas (Zheng et al. 2013). No 

entanto, com a progressão da infecção, reduções qualitativa e quantitativa são 

observadas para essas células, as quais se tornam anérgicas (Zheng et al. 2013). 

Essa observação pode ser em parte associada ao fato de que as células T γδ Vδ2+ 

possuem o receptor CCR5 em sua superfície, o que permite a ligação da proteína 

viral gp120, promovendo a lise dessas células (Latha et al. 2014). Além disso, a 

redução das células T γδ promovida pela infecção pelo HIV-1 permanece mesmo 

após a restauração imunológica que se estabelece após a submissão à cART 

(Kabelitz & Déchanet-Merville, 2015). 

Neste contexto, é grande a possibilidade de participação das células T γδ na 

patogênese da TB extrapulmonar em pacientes coinfectados pelo HIV-1, e sua 

avaliação deve ser considerada. 
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1.5 Racional 

A TB é, sem dúvida, uma doença de proporções mundiais, para a qual estão 

voltados esforços governamentais e de grande parte da comunidade científica. Sua 

associação à infecção pelo HIV-1 representa um desafio adicional, pois esta é a 

infecção oportunista mais comum e uma das mais importantes causas definidas de 

óbito entre as doenças infecciosas, nesse grupo de indivíduos. A infecção por Mtb 

interfere na patogenicidade e na progressão da infecção pelo HIV-1 e vice-versa, 

com o HIV-1 influenciando no curso da TB, tornando a coinfecção uma entidade 

patológica distinta.  

A forma mais frequente de apresentação da TB é a pulmonar. No entanto, 

esse cenário pode apresentar-se de modo diferenciado no âmbito da coinfecção 

pelo HIV, quando a manifestação clínica da TB pode ser influenciada pelo grau de 

imunossupressão dos pacientes. Nestes casos, pode ocorrer a disseminação do 

bacilo para outros órgãos, resultando na TB extrapulmonar. Estas manifestações 

costumam apresentar resultado negativo à baciloscopia, e por isso, seu impacto na 

transmissão é reduzido, mas seu diagnóstico é mais complexo, dependente de 

exames invasivos, envolvendo o cultivo direto da micobactéria por semeadura do 

tecido de biópsias ou de outro material biológico. 

A forma de manifestação mais comum de TB extrapulmonar entre pacientes 

HIV/TB é a ganglionar, mas outras apresentações da enfermidade são evidenciadas 

nesse grupo, como as formas pleural, miliar, osteoarticular, meningoencefálica, 

cutânea, entre outras. 

Nossa experiência em estudos prévios (da Silva et al. 2013) e atualmente em 

desenvolvimento, envolvendo pacientes HIV/TB, nos quais foram demonstradas 

características particulares e prognóstico negativo para indivíduos coinfectados 

HIV/Mtb, reforçam a importância de se conhecer os processos imunopatogênicos 

envolvidos nesta coinfecção. A dificuldade em se identificar as lesões, aliada à 

limitação de testes diagnósticos que nem sempre são capazes de identificar o 

agente etiológico, fazem da TB extrapulmonar um importante e necessário alvo de 

estudo. Deste modo, o conhecimento dos processos imunopatológicos envolvidos no 

estabelecimento ou não de sítios extrapulmonares em pacientes vulneráveis, como 

aqueles HIV/TB, é bastante relevante.  
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Evidências quanto a participação de células da imunidade inata em processos 

patogênicos, como aquele observado em pacientes HIV/TB que desenvolvem IRIS, 

com acometimento de outros tecidos, além do pulmonar, já foi descrita. Inclusive, a 

definição de biomarcadores capazes de identificar indivíduos sob o risco potencial 

de desenvolver reações inflamatórias adversas já foi discutida (Pean et al. 2012). 

Num estudo em desenvolvimento pelo nosso grupo, um perfil específico de células 

NK, envolvendo a coexpressão das moléculas CD94/CD160, tem sido avaliado pela 

potencial associação aos casos de óbito ocorridos entre os pacientes HIV/TB 

estudados. Portanto, a mesma resposta imune inata pode ter importante 

participação na imunopatogênese da apresentação clínica da TB em indivíduos 

infectados pelo HIV-1, bem como fornecer marcadores biológicos que auxiliem, não 

apenas no diagnóstico de manifestações extrapulmonares, mas também no manejo 

clínico dos pacientes acometidos. 
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2 OBJETIVOS GERAL E ESPECÍFICOS 

2.1 Objetivo geral 

Caracterizar a participação das células NK, iNKT e T γδ na imunopatogênese 

da apresentação extrapulmonar de TB em sua forma ganglionar, na coinfecção pelo 

HIV-1. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

• Estimar a frequência ex vivo de células NK, iNKT e T γδ, e de suas 

subpopulações, de participantes coinfectados com TB extrapulmonar (HIV-TBEP), 

coinfectados com TB pulmonar (HIV-TBP) e pacientes Mtb-monoinfectados com TB 

pulmonar (TBP); 

• Avaliar o perfil fenotípico ex vivo das células NK quanto à expressão de 

receptores de ativação e de inibição, de participantes HIV/TBEP, frente àqueles 

HIV/TBP e TBP; 

• Avaliar as características fenotípicas ex vivo das células iNKT e de suas 

subpopulações CD4+ e CD8+ de participantes HIV/TBEP, frente àqueles HIV/TBP e 

TBP; 

• Caracterizar o perfil fenotípico ex vivo das células T γδ e suas 

subpopulações Vδ2+ e Vδ2- de participantes HIV/TBEP, em relação àqueles 

HIV/TBP e TBP; 

• Avaliar o potencial citotóxico de degranulação e de produção de citocinas 

pró-inflamatórias das células NK in vitro, de participantes HIV/TBEP, em relação 

àqueles HIV/TBP e TBP; 

• Identificar potenciais perfis celulares e/ou moleculares associados à 

apresentação extrapulmonar da TB em sua forma ganglionar. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Desenho do estudo 

Trata-se de um estudo descritivo e exploratório, transversal, com uma 

amostra de conveniência, cuja meta foi avaliar participantes coinfectados pelo HIV-1 

e com apresentação da forma extrapulmonar da tuberculose (HIV-TBEP), frente aos 

casos de tuberculose pulmonar, em pacientes coinfectados (HIV-TBP) e 

monoinfectados por Mtb (TBP). 

 

3.2 Casuística 

O presente estudo é subprojeto de um estudo principal, prospectivo 

longitudinal, desenvolvido com uma coorte de pacientes com tuberculose e 

coinfectados pelo HIV-1, intitulado “Caracterização da imunidade inata e de 

biomarcadores em pacientes TB/HIV”. O estudo, cujo objetivo consistiu em 

determinar a participação da resposta imune inata, especificamente da resposta de 

células NK, e de biomarcadores associados, na evolução da infecção pelo HIV em 

pacientes com tuberculose, foi realizado em cooperação com o Instituto Pasteur de 

Paris. Após aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz 

(CEP-IOC) e pela Comissão Nacional de Ética em Pesquisa, sob o CAAE 

04514012.1.1001.5248, participantes TB/HIV, virgens de tratamento para a 

tuberculose e para o uso de cART, foram recrutados em paralelo a participantes 

monoinfectados pelo HIV-1, participantes com tuberculose, não infectados pelo HIV-

1 e voluntários sadios para ambas afecções.  

Os participantes do estudo foram recrutados no Centro de Pesquisa Clínica 

do Hospital Geral de Nova Iguaçu (HGNI) e no Instituto Nacional de Infectologia 

Evandro Chagas da FIOCRUZ (INI/FIOCRUZ). O primeiro está situado na região 

metropolitana-periférica do Rio de Janeiro e é um centro de referência para o 

cuidado e acompanhamento de pacientes infectados pelo HIV-1, tuberculose e 

doenças sexualmente transmissíveis. O segundo está localizado no município do 

Rio de Janeiro e é uma unidade da FIOCRUZ voltada para pesquisa clínica, ensino, 

serviços de referência e assistência em doenças infecciosas, integrando a Rede de 

Pesquisa Clínica da Fundação Oswaldo Cruz. 
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Para o presente estudo, entre os participantes HIV-TBEP, foram selecionados 

apenas aqueles que apresentaram a forma ganglionar da tuberculose, mais 

comumente observada, e diagnosticada em seis participantes. Por sua vez, entre os 

participantes que desenvolveram TB pulmonar, coinfectados (HIV-TBP; n=15) e 

monoinfectados por Mtb (TBP; n=15), a seleção foi realizada de modo aleatório no 

contexto dos grupos do estudo principal, considerando os critérios de elegibilidade. 

Em paralelo ao estudo principal e com a finalidade de incluir participantes com 

apresentação ganglionar da TB, bem como de ter acesso a biópsias dos gânglios 

linfáticos desses participantes, quando da indicação médica para esse 

procedimento, este subprojeto também foi submetido ao CEP-IOC, sendo aprovado 

sob o CAAE 64327117.8.0000.5248. No entanto, não houve indicação/obtenção de 

biópsias de gânglios linfáticos durante o desenvolvimento do estudo. 

Todos os participantes incluídos neste estudo foram informados dos 

procedimentos e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), 

redigido de acordo com as normas da Resolução 466/12 do Conselho Nacional de 

Saúde, MS (Anexos I e II). 

 

3.3 Elegibilidade do Estudo 

Foram considerados elegíveis os participantes com as seguintes 

características: 

• Aqueles que aceitaram participar do estudo e assinaram o TCLE; 

• Maiores de 18 anos; 

• Não-gestantes; 

• Não-fumantes; 

• Não-oncológicos; 

• Ausência de tratamento com tuberculostáticos; 

• Ausência de cART, abrangendo participantes virgens de tratamento ou 

aqueles expostos ao tratamento, mas sem exposição há mais de seis meses, a fim 

de excluir possíveis casos de IRIS; 

• Contagens de células T CD4+ iguais ou inferiores a 350 células/mm3 

para todos participantes infectados pelo HIV-1, a fim de homogeneizar o grau de 

imunodeficiência. 
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• Ausência de diabetes mellitus, um fator de risco para o 

desenvolvimento de TB ativa, podendo constituir um viés às análises propostas. 

 

3.4 Critérios para Definição de Tuberculose Pulmonar e Extrapulmonar 

A infecção ativa por Mtb foi definida a partir da combinação dos resultados 

dos exames de baciloscopia e cultura do escarro, além do exame de imagem do 

pulmão e da avaliação clínica, no caso da TB pulmonar. O diagnóstico dos casos 

extrapulmonares teve por base a avaliação clínica do paciente, bem como avaliação 

micobacteriológica (cultura e Genexpert) ou histopatológica (coloração de Wade), 

tendo sido considerados aqueles que apresentaram um ou mais resultados positivos 

para os exames citados. 

3.5 Obtenção de Amostras Biológicas para Avaliações Ex Vivo e In Vitro 

Os participantes recrutados foram submetidos à coleta de 10 mL de sangue 

venoso periférico em anticoagulante EDTA, destinados às avaliações ex vivo do 

repertório de células NK, às contagens dos linfócitos T CD4+ e CD8+, e à 

quantificação da carga viral plasmática do HIV-1. Além disto, cerca de 40 mL de 

sangue coletados em anticoagulante heparina destinaram-se à avaliação do 

potencial citotóxico e funcional das células NK, in vitro. As análises foram 

conduzidas utilizando-se as amostras biológicas obtidas no momento de inclusão 

dos participantes no estudo ou dia 0 (D0), e portanto, em ausência de cART e 

tuberculostático. Para a contagem de linfócitos T CD4+ e T CD8+, as amostras 

poderiam ser mantidas até seu processamento, em temperatura ambiente (TA) por 

até 48h após a coleta. Já para a quantificação da carga viral plasmática, as 

amostras poderiam ser armazenadas em freezer a -70ºC tempo indeterminado, até 

seu processamento. Para as análises ex vivo e in vitro, o processamento das 

amostras foi realizado em até seis horas após a coleta. 
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3.6 Caracterização de Parâmetros de Monitoramento da Infecção pelo 

HIV-1 

3.6.1 Contagem dos Linfócitos T CD4+ e CD8+ 

O monitoramento laboratorial das contagens de células T CD3+/CD4+ e T 

CD3+/CD8+ foi realizado para todos os participantes, a partir de amostras de sangue 

venoso, através do sistema BD TruCount® (BD Biosciences, Becton & Dickinson 

Company, Franklin Lakes, NJ, EUA) o qual baseia-se na utilização de “beads” ou 

bilhas de referência para a quantificação absoluta destas subpopulações, e de um 

painel de anticorpos monoclonais específicos para as moléculas de CD3, CD8, 

CD45 e CD4, marcados com isotiocianato de fluoresceína (FITC), ficoeritrina (PE), 

peridina-clorofila (PercP) e aloficocianina (APC), respectivamente (BD Multitest®, BD 

Biosciences), seguindo as especificações do fabricante. As amostras foram 

submetidas à hemólise e fixação (BD FACS LysingSolution®, BD Biosciences), e 

avaliadas por citometria de fluxo em até 24h após seu processamento, utilizando-se 

o equipamento FACS Calibur® (BD Biosciences) e um “software” apropriado para 

esta análise (Multiset®, BD Biosciences). Esta metodologia é realizada no contexto 

da rotina laboratorial do Serviço de CD4/CD8 do Laboratório de AIDS e Imunologia 

Molecular do IOC - FIOCRUZ. 

 

3.6.2 Determinação do Número de Cópias de RNA do HIV-1 no 

Plasma 

A quantificação do número de cópias de RNA viral foi realizada a partir do 

plasma, através da tecnologia de PCR em tempo real. A técnica foi realizada 

utilizando o Kit Reagente de Amplificação “Real Time” HIV-1 (Abbott Laboratories, 

Illinois, EUA), de acordo com as especificações do fabricante, sendo o intervalo de 

detecção deste sistema de 40 a 10.000.000 cópias de RNA/mL de plasma. Esta 

metodologia é realizada no contexto da rotina laboratorial do Serviço de Carga Viral 

do HIV-1 do Laboratório de AIDS e Imunologia Molecular do IOC - FIOCRUZ. 
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3.7 Caracterização dos Linfócitos Inatos Ex Vivo 

3.7.1 Imunofenotipagem das amostras 

A caracterização do repertório de células NK circulantes ex vivo, bem como 

do perfil das células iNKT e dos linfócitos T γδ, foi realizada por citometria de fluxo, 

seguindo-se os protocolos de preparo de amostras, de aquisição em citômetro de 

fluxo e de análise padronizados no Instituto Pasteur de Paris para o estudo principal, 

e estabelecidos no Laboratório de AIDS e Imunologia Molecular do IOC - FIOCRUZ. 

As populações e subpopulações celulares avaliadas foram definidas pela presença 

ou ausência de diferentes moléculas de superfície, incluindo receptores de ativação 

e inibição celular, utilizando-se anticorpos monoclonais específicos, os quais podem 

ser observados na Tabela 2. Para as células NK, foi investigada a expressão de 

moléculas pertencentes às diferentes famílias de receptores envolvidos nos 

processos de ativação, inibição e coestimulação dessas células, alguns dos quais 

também avaliados para as células T γδ. Como controles negativos para 

marcação/fluorescência foram utilizadas células de cada participante sem adição de 

anticorpos monoclonais (células puras). 

Tabela 2. Definição das populações, subpopulações e moléculas das células imunes inatas. 

Populações 
celulares 

Identificação 
Subpopulações 

celulares 
Receptores avaliados 

NK CD3-CD56+CD16+ 
 

CD85j, CD158a, 

CD158b1/b2,j, CD158d, 

CD158e1/e2, CD158i, CD94, 

CD161, NKG2A, NKG2C, 

CD69, NKG2D, 

NKp30,NKp44, NKp46, 

NKp80, CD160, CD226, 

CD244 

iNKT CD3+CD56+Vα24Jα18+ 

CD4 

CD161, CD69 CD8 

Th17 

TCRγδ Pan γδ 
Vδ2- CD158a,h, CD158b1/b2,j, 

CD69, NKG2D, NKp46. 
Vδ2+ 
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Cerca de 100µL de amostra foram adicionados a 2µL de cada um os 

anticorpos monoclonais utilizados, com exceção do anticorpo CD69, para o qual 

utilizou-se 1µL, e incubados por 20 minutos, em TA de 20 à 25ºC, e protegidos da 

luz. Após esse período, as amostras foram submetidas à hemólise e fixação, pela 

adição de 1mL de solução de lise e fixação (BD FACS LysingSolution®, BD 

Biosciences), e incubadas por mais 15 minutos (TA; escuro). Em seguida, foram 

realizadas duas lavagens com tampão fosfato salino (PBS), a 755 G, 5 minutos, 

sendo as células ressuspensas em 100µL de PBS contendo 1% paraformaldeído 

(PFA) e submetidas à avaliação em citômetro de fluxo (Gallios ou MoFloAtrios, 

Beckman-Coulter Inc, Carlsbad, EUA) em até 24 h. 

O número de eventos adquiridos foi condicionado à população alvo: para as 

células NK, foram adquiridos 10.000 eventos na região definidora da população de 

células CD3-, e até 2.000 eventos nas regiões definidoras das populações de células 

positivas para Vα24Jα18e TCR Vδ2, para as iNKT e para os linfócitos T γδ, 

respectivamente.  

 

3.7.2 Estratégia de Análise dos Linfócitos Inatos Ex Vivo 

As análises dos dados obtidos através da citometria de fluxo foram realizadas 

utilizando-se o “software” Kaluza (Beckman-Coulter), versão 1.5. Os protocolos 

citofluorimétricos de análise padronizados para determinar as populações-alvo e 

avaliar os receptores de interesse serão discutidos a seguir. Todas as aquisições 

tiveram, inicialmente, um ajuste das compensações, seguidas pelas análises finais. 

A Figura 5 traz a estratégia utilizada para a análise das células NK. A 

avaliação teve como ponto de partida a definição de uma região de células com 

intensidade de fluorescência “dim” ou fraca, para a expressão da molécula CD16, 

com a criação de um gráfico do tipo “dot-plot” morfológico de “foward scatter” (FSC) 

versus CD16, a fim de eliminar a inclusão indesejada de neutrófilos (Fig.5.A) (Pillay 

et al. 2013). Esta região foi identificada como “CD16DIM” e a ela foi associado o 

“dot-plot” seguinte FSC vs. CD3, no qual a região de células CD3 negativas foi 

estabelecida (CD3NEG), uma vez que as células NK clássicas não expressam este 

receptor (Fig. 5.B) (Robertson & Ritz 1990). O próximo passo foi definir, em 
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associação a estas células, a população de linfócitos CD3- (LYMPHOS CD3-), 

através de um “dot-plot” FSC vs. “side scatter” (SSC) (Fig. 5.C). Em seguida, a 

população de células NK pôde, então, ser determinada, pela criação de um “dot-plot” 

CD56 vs. CD16, moléculas definidoras clássicas destas células (Robertson & Ritz 

1990), em função da região LYMPHOS CD3- (Fig. 5.D). Às células NK foram 

associados “dot-plots” para todas as moléculas investigadas, a fim de avaliar a 

frequência de suas coexpressões. A Figura 5 exemplifica as coexpressões de CD94 

frente a CD161 (Fig. 5.E), CD244 (Fig. 5.F) e CD158b1/b2,j (Fig. 5.G), observadas 

para um dos participantes TBEP do estudo. Todas as moléculas foram avaliadas 

umas frente às outras. Por fim, histogramas definiram as frequências individuais de 

cada receptor, como mostrado para CD94 (Fig. 5.H). 

A análise das células iNKT teve os linfócitos demarcados como região 

estratégica inicial (LYMPHOS), definida no contexto de um “dot-plot” FSC vs. SSC 

(Fig. 6.A). A partir desta região um “dot-plot” CD56 vs.CD3 foi criado para a 

predefinição das células iNKT, através da criação da região NKT (Fig. 6.B), a qual 

abrange as células NKT totais CD3+/CD56+. Nesta etapa foi realizada a exclusão 

criteriosa dos eventos CD56+/CD3bright, que caracterizam os linfócitos T γδ CD3+, a 

fim de evitar a contabilização indevida destas células entre as NKT (Lambert & 

Genin 2004). Seguiu-se, então, em função da região NKT, com o histograma de 

expressão das cadeias α do TCR, mais especificamente daquelas formadas pelos 

seguimentos Vα24Jα18, para a identificação das iNKT (Fig. 6.C). À região iNKT 

foram associados “dot-plots” para a identificação de células ativadas (CD161/CD69) 

(Fig. 6.D), das subpopulações iNKT CD4+ e CD8+ (Fig. 6.E), bem como das 

subpopulações iNKT com perfil Th17 (Fig. 6.F e 6.G). 

Por fim, para a avaliação dos linfócitos T γδ, o protocolo também teve início 

com a definição dos linfócitos (LYMPHOS) em “dot-plot” FSC vs. SSC (Fig. 7.A) e, 

em seguida, das células CD3+ (CD3POS), em histograma (Fig. 7.B). A identificação 

das células T γδ propriamente, começa com a definição das células pan γδ (GD), no 

contexto da região CD3POS (Fig. 7.C). Dentre essas células, foram identificadas 

aquelas que carregam a cadeia δ constituída pelo segmento variável 2 (V2), 

delimitadas pela região VD2POS, e aquelas constituídas por outras cadeias δ 

(VD2NEG) (Fig. 7.D). Uma vez definidas essas duas subpopulações, através de 

histogramas associados às regiões VD2POS e VD2NEG, a expressão simples ou a 

coexpressão dos receptores investigados foram avaliadas, como exemplificado na 
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Figura 7 para CD69 (E e F), NKp46 e CD158b1/b2,j (H e I). A expressão também foi 

investigada para a população total de linfócitos T γδ (Fig 7.G). 

 

 

Figura 5. Protocolo citofluorimétrico para definição e análise das células NK ex vivo. 
As células CD16DIM foram demarcadas como população estratégica inicial (A), seguindo-se à 
exclusão da população de linfócitos T CD3+ (B), no contexto de “dot-plot” FSC vs. SSC (C), e ao 
estabelecimento das células NK CD3-CD56+CD16+ (D), alvo das avaliações posteriores de 
coexpressão (“dot-plots” de fluorescências) (E, F e G) e expressão simples (histogramas) (H) de 
diferentes moléculas, como CD94, CD160, CD244 e CD158b1/b2,j. Perfil de expressão 
representativo, obtido para um participante TBP. 
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Figura 6. Protocolo citofluorimétrico para definição e análise das células iNKTex vivo. 
A população total de linfócitos foi demarcada como população estratégica inicial, no contexto de “dot-
plot” FSC vs. SSC (A), seguindo-se à definição da população de células NKT totais CD3+CD56+, com 
exclusão das CD3+bright (B). Em associação a essas células, o histograma de fluorescência para as 
células Vα24Jα18+, identifica as células iNKT (C). Seguiu-se a avaliação da expressão de CD161 e 
CD69 (D), assim como a definição das subpopulações iNKTCD4+ e iNKTCD8+, iNKTDN (duplo-
negativas) e iNKTDP (duplo-positivas) (E). Subpopulações iNKT CD4+ e CD8+ com perfil Th17 
também foram avaliadas pela expressão de CD161 (F e G). Perfil de expressão representativo, obtido 
para um participante TBP. 
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Figura 7. Protocolo citofluorimétrico para definição e análise das células T γδ ex vivo. 
A população total de linfócitos foi demarcada como população estratégica inicial, no contexto de “dot-
plot” FSC vs. SSC (A), seguindo-se à definição da população de linfócitos T CD3+ (B). Em associação 
a esses linfócitos, as células T γδ totais (Pan γδ) foram identificadas (C), frente às quais o perfil de 
expressão de Vδ2 definiu duas subpopulações (D). Para essas subpopulações e para as células T γδ 
totais foi investigada a expressão simples (histogramas) (E e F) e/ou coexpressão (“dot-plots” de 
fluorescências) (G, H e I) de diferentes moléculas, como CD69, NKp46 e CD158b1/b2,j. Perfil de 
expressão representativo, obtido para um participante TBP. 
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3.8 Isolamento de Células Mononucleares do Sangue Periférico 

Para a avaliação do potencial funcional das células NK, células 

mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram obtidas a partir de 40 mL de 

sangue heparinizado. O plasma foi previamente separado da porção celular, após 10 

min de centrifugação a 425 G, em TA, e o volume sanguíneo reposto com PBS (pH 

7.1). O sangue reconstituído foi, então, adicionado ao reagente Ficoll-Hypaque 

(Sigma-Aldrich Company, Saint Louis, MO, EUA), na proporção de 2:1, seguido de 

centrifugação de 30 min a 425 G em TA. Os PBMCs recuperados foram submetidos 

à lavagem por centrifugação em PBS por 10 min a 425 G em TA. Após a lavagem, 

os PBMCs foram submetidos à contagem diferencial para avaliação da viabilidade, 

em azul de trypan, em contador de células automático Countess (Invitrogen, Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). As células foram finalmente ajustadas à 

concentração de 1x106 células/mL, em meio RPMI 1640 (Gibco, Thermo Fisher 

Scientific, EUA) enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Sigma-Aldrich, 

EUA) para serem utilizadas nas avaliações in vitro. 

 

3.9 Ensaio Funcional de Células NK in vitro 

O potencial funcional de células NK foi avaliado através da sua capacidade 

citotóxica e pela produção intracelular de citocinas. O ensaio citotóxico consistiu da 

análise, por citometria de fluxo, da expressão da molécula LAMP-1 (CD107a) na 

superfície celular. A eficiência das células NK ainda foi investigada através da 

detecção de citocinas pró-inflamatórias, especificamente IFN-γ e TNF. 

 

3.9.1 Linhagem Celular K562 

O estímulo citotóxico das células NK foi obtido pela cocultura de PBMCs com 

as células da linhagem eritro-leucêmicas humanas K562 (ATCC CCL-243). Essas 

células apresentam a capacidade de promover a ativação espontânea de células 

NK, uma vez que não expressam molécula de MHC de classe I (Alter et al. 2004). 

As células K562 foram mantidas em garrafas de cultura de 25 cm2 (Iwaki 

Glass, Asahi Techno Glass, Japão), contendo 10 mL de meio DMEM (Gibco, Thermo 

Fisher Scientific, EUA) enriquecido com 10% de SFB (Sigma-Aldrich, EUA), 100 
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U/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina. As garrafas foram mantidas em 

estufa de calor úmido (Modelo COM-18AC, Panasonic Healthcare LTD., Japão), a 

37ºC, a 5% de CO2, e na horizontal. Passagens foram realizadas uma vez por 

semana, sendo as células ressuspensas por remoção mecânica, com o auxílio de 

“cell scraper”, ou pela lavagem da superfície da garrafa com o uso de pipeta 

sorológica. 

 

3.9.2 Co-culturas de Células NK com K562 

As PBMCs previamente isoladas foram co-cultivadas frente às células da 

linhagem K562, na proporção de 1:1, sendo assim ressuspensas em meio RPMI 

1640, enriquecido com 10% de SFB, de forma que sua concentração final fosse de 

1x106 células/mL por poço. Placas de 96 poços com fundo em “U” foram inicialmente 

sensibilizadas com 5µL do anticorpo anti-CD107a-FITC (BD Biosciences, USA) e 

acrescidas das células K562, ou de meio de cultura, nos poços dos controles 

negativos, ou de éster de forbol (PMA– 10ng/mL; Sigma-Aldrich, EUA) e ionomicina 

(500µg/mL; Sigma-Aldrich, EUA), nos poços dos controles positivos. As PBMCs 

foram, então, adicionadas e, por fim, as células receberam uma solução contendo 

monensina (Sigma-Aldrich, EUA) e brefeldina-A (Sigma-Aldrich, EUA), nas 

respectivas concentrações de 6 µg/mL e 5 µg/mL. A placa foi mantida em estufa de 

calor úmido, à 37ºC e 5% de CO2, por um período de 16h (cultura “overnight”). Após 

esse período, foram adicionados 2 µL de cada um dos anticorpos monoclonais 

específicos, definidores das células NK anti-CD3-ECD, anti-CD56-PC5 e anti-CD16-

PC5, e as células permaneceram em incubação durante 20 min, em TA e em 

ausência de luz. Seguiu-se a fixação dos anticorpos monoclonais e permeabilização 

da membrana celular das PBMCs, para a detecção das citocinas intracelulares, 

utilizando-se o kit “IntraPrep Permeabilization Reagent” (Beckman Coulter, EUA), 

conforme as instruções do fabricante. Os anticorpos monoclonais anti-IFN-γ-PE e 

anti-TNF-PE, foram adicionados durante a permeabilização, após a qual uma 

lavagem por centrifugação, com PBS, durante 4 min, a 612 G finalizou o processo. 

As células foram, então, ressuspensas em PBS e imediatamente avaliadas em 

citômetros de fluxo Gallios ou MoFlo Astrios (Beckman Coulter, EUA), quando foram 

adquiridos até 5.000 eventos na região definidora das células NK CD3-CD56+CD16+. 



50 
 

3.9.3 Estratégia de Análise das Células NK In Vitro 

A análise dos potenciais de degranulação, bem como de produção de 

citocinas pró-inflamatórias das células NK in vitro, seguiu-se com base na estratégia 

citofluorimétrica definida e apresentada na Figura 8. 

A região inicial de linfócitos foi definida com a criação um “dot-plot” FSC vs. 

SSC (LYMPHOS) (Fig. 8.A), à qual foi associado um segundo “dot-plot” CD16/CD56 

vs. CD3, a fim de excluir as células CD3+ (Fig. 8.B). Uma região NK foi, então, 

definida, abrangendo as células CD16CD56+/CD3-, a partir da qual foram criados um 

“dot-plot” CD107a vs. TNF (ou IFN-γ) (Fig. 8.C), e dois histogramas, para a 

determinação das células NK em degranulação (Fig. 8.D) e produtoras de TNF ou 

IFN-γ (CD107a+/TNF+) (Fig. 8.E), daquelas em degranulação ativa e aquelas 

produtoras das citocinas pró-inflamatórias (TNF ou IFN-γ), respectivamente. 

A Figura 8 exemplifica a análise da produção TNF observada para um dos 

participantes TBEP do estudo, mas a mesma estratégia foi utilizada para IFN-γ 

(Dados não mostrados). 

 

Figura 8. Protocolo citofluorimétrico para análise funcional das células NK in vitro. 
A população total de linfócitos foi demarcada como população estratégica inicial, no contexto de dot-
plot FSC vs. SSC (A), seguindo-se à definição da população de células NK CD3-CD56+CD16+ (B). Em 
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associação a essas células, a coexpressão de CD107a e TNF (“dot-plots” de fluorescências) (C) e a 
expressão simples dessas moléculas (histogramas) (D e E) foram determinadas. Perfil de expressão 
de CD107a e TNF representativo, obtido para um participante TBP. 

 

3.10 Análises de Dados 

Todos os dados obtidos foram digitados e armazenados em planilha Excel 

(Microsoft Excel 2011). A análise estatística descritiva foi realizada utilizando-se os 

“softwares” Stata 11.0 (STATA Corp. College Station, Texas, EUA) e GraphPad 

Prism, e os gráficos realizados com os “softwares” GraphPad Prism e Excel. 

Inicialmente, foram determinadas as medianas, mínimo, máximo e os intervalos 

interquartílicos para cada um dos parâmetros investigados nos três grupos do 

estudo: HIV/TBEP, HIV/TBP e TBP. Os dados foram, então, submetidos a testes 

não-paramétricos, como o teste de qui-quadrado para a avaliação das variáveis 

categóricas entre os três grupos, o teste de Kruskal-Wallis para a avaliação dos três 

grupos em conjunto, e o teste não-pareado de Wilcoxon para comparação 

intergrupos, considerando-se as análises periféricas ex vivo e in vitro. O resultado foi 

considerado estatisticamente significativo quando a probabilidade de significância ou 

o valor-p apresentou-se menor ou igual a 0,05 (p≤0,05). Todas as análises foram 

realizadas com a participação e orientação de um profissional estatístico. 

  



52 
 

4 RESULTADOS 

4.1 Análise da Casuística 

Os participantes avaliados neste estudo foram definidos de acordo com a 

presença de infecção pelo HIV-1 e as manifestações clínicas da tuberculose. Foram 

avaliados seis participantes coinfectados pelo HIV-1 e Mtb com apresentação 

ganglionar (HIV-TBEP), frente aos grupos controles, compostos de 15 participantes 

coinfectados pelo HIV-1 e Mtb com apresentação pulmonar (HIV-TBP), além de 15 

participantes monoinfectados pelo Mtb com apresentação pulmonar (TBP). 

Todos os participantes foram submetidos à testagem sorológica para as 

hepatites B e C, HTLV-I e II, sífilis, toxoplasmose e Doença de Chagas, e 

apresentaram resultados negativos. Ainda, os participantes do grupo TBP também 

foram testados para HIV-1, confirmando ausência de infecção.  

A casuística foi analisada quanto às suas características sociodemográficas. 

A Tabela 3 apresenta a distribuição dos participantes segundo as variáveis nominais 

idade, gênero e raça. Uma mediana de 32 anos foi observada para os participantes 

do HIV-TBEP, variando do mais novo com 26 anos para o mais velho com 34 anos 

[Interquartil (IQR): 29–33]. Para os pacientes HIV-TBP, uma faixa etária de 19 a 57 

anos foi observada, com mediana de 34 anos (IQR: 32–42), enquanto a idade dos 

participantes TBP variou entre 21 e 62 anos (Mediana: 36; IQR: 31–44). Portanto, 

não houve diferença entre os grupos quanto à distribuição dessa variável (p=0.378). 

Em relação à raça, os participantes se autodeclararam brancos, mestiços e 

negros (Tabela 3). A distribuição dos mesmos quanto às características raciais 

também não apresentou diferença significativa entre os três grupos clínicos 

(p=0,223). O mesmo foi observado para a variável de gênero, para a qual foram 

observadas frequências semelhantes entre os grupos estudados (p=0,516).  No 

entanto, independente do grupo clínico, a maioria dos participantes avaliados são do 

gênero masculino (63,9%).  

O monitoramento laboratorial da infecção pelo HIV-1 é classicamente 

realizado através de parâmetros imunológicos e virológicos, respectivamente, pelas 

contagens absolutas das células T CD4+ e T CD8+, e pela quantificação da carga 

viral plasmática (Ministério da Saúde 2017). Com a finalidade de homogeneizar o 

grau de imunodeficiência dos pacientes coinfectados pelo HIV-1, contagens 
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absolutas de linfócitos T CD4+ iguais ou inferiores a 350 cels./mm³ de sangue foram 

um dos critérios considerados para a inclusão desses participantes, além da 

ausência de tratamento para TB e de cART, uma vez que a investigação teve por 

objetivo identificar potenciais perfis das células imunes inatas relacionados com a 

manifestação extrapulmonar da TB. Deste modo, contagens absolutas semelhantes 

de células T CD4+ foram observadas entre os grupos HIV-TBEP e HIV-TBP, para as 

quais não houve diferença estatística significativa [Medianas: 98 cels./mm³  (IQR: 

45–175 cels./mm³); e 41 cels./mm³ (IQR: 8–90 cels./mm³), respectivamente]. No 

entanto, uma tendência a contagens mais baixas foi observada entre aqueles 

participantes HIV-TBP (p=0,1093; Tabela 3). Como esperado, valores de T CD4+ 

significativamente mais elevados foram observados para os participantes TBP 

(p≤0,001; Tabela 3).  

Por sua vez, os valores medianos das contagens absolutas de linfócitos T 

CD8+ observados para os grupos coinfectados [HIV-TBEP: 751 cels./mm³ (424–999 

cels./mm³); HIV-TBP: 314 cels./mm³ (235–758 cels./mm³)] mostraram-se 

semelhantes àqueles observados para os pacientes TBP [453 cels./mm³ (361–827 

cels./mm³)]. Apesar dessas contagens não se diferenciarem entre os grupos 

coinfectados, contagens ligeiramente mais elevadas foram observadas para os 

portadores de TB ganglionar (p=0,166) (Tabela 3). 

Por consequência das contagens absolutas de T CD4+ reduzidas, a relação 

CD4/CD8 apresentou-se inferior a 1,0 entre os pacientes coinfectados, enquanto nos 

participantes acometidos apenas pela TB, essa relação não sofreu alteração, 

apresentando-se > 1,0, como pode ser visualizado na Tabela 3. 

Quanto ao parâmetro virológico de acompanhamento da infecção pelo HIV-1, 

os participantes HIV-TBEP apresentaram valores medianos de carga viral 

plasmática, próximos àqueles dos participantes HIV-TBP, embora sutilmente menor 

[5,15 log10cópias/mL (4,61–5,57 log10cópias/mL) e 5,63 log10cópias/mL (5,25–5,95 

log10cópias/mL), respectivamente]. 
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Tabela 3. Distribuição das variáveis sociodemográficas, imunológicas e virológica dos três 
grupos clínicos avaliados no estudo. 

 HIV-TBEP 

(n=6) 

HIV-TBP 

(n=15) 

TBP 

(n=15) 
P-valor 

Idade (anos)† 32 (29 – 33) 34 (32 – 42) 36 (31 – 44) 0,378 

Gênero, n (%)     

Masculino 4 (66,6) 11 (73,4) 8 (53,4) 0,516 

Raça n (%)     

Branco 3 (50,0) 2 (13,4) 7 (46,6) 0,223 

Mestiço 3 (50,0) 9 (60,0) 6 (40,0)  

Negro – 4 (26,6) 2 (13,4)  

Parâmetros imunológicos†  

T CD4+ (cels./mm³) 98 

(45– 175) 

41 

(8 – 90) 

809* 

(699 – 980) 

<0,001 

T CD8+ (cels./mm³) 

 

CD4lCD8 

 

751 

(424 – 999) 

0,13 

(0,07 – 0,23) 

314 

(235 – 758) 

0,06 

(0,03 – 0,14) 

453 

(361 – 827) 

1,71* 

(0,98 – 2,30) 

0,166 

 
<0,001 

Parâmetro virológico†  

Carga viral (log10 

cópias/mL) 

5,15 

(4,61–5,57) 

5,63 

(5,25–5,95) 

NA 0,083‡ 

Valor de p referente ao teste de Kruskal-Wallis para a avaliação das variáveis contínuas e ao teste de 
qui-quadrado entre os três grupos; ‡p-valor referente ao teste não-pareado de Wilcoxon entre os 
grupos HIV-TBEP e HIV-TBP;*p≤0,001 em relação aos grupos clínicos HIV-TBEP e HIV-TBP; †Dados 
das variáveis: idade, parâmetros imunológicos e virológico expressos em mediana (interquartis); 
n=número de casos; NA=não aplicável. 

 

Embora não tenham sido observadas diferenças estatísticas significativas 

para as contagens absolutas de T CD4+ (Fig. 9.A) ou para a carga viral plasmática 

(Fig. 9.B), entre os participantes HIV-TBEP e HIV-TBP, uma imunossupressão mais 

acentuada, paralela a uma viremia ligeiramente mais elevada, foram observadas nos 

casos de tuberculose pulmonar associada ao HIV-1. 
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Figura 9. Distribuição das contagens absolutas dos linfócitos T CD4+ (céls./mm3) (A) e da 
quantificação da carga viral plasmática (Log10cópias/mL) (B) dos participantes infectados pelo 
HIV-1. 
HIV-TBEP: pacientes com tuberculose extrapulmonar; HIV-TBP: pacientes com tuberculose 
pulmonar. As barras horizontais representam as medianas. 

 

4.2 Caracterização Ex Vivo do Repertório de Células NK 

O repertório periférico de células NK foi caracterizado ex vivo, através da 

expressão de uma gama de diferentes moléculas envolvidas nos processos de 

ativação, inibição e coestimulação celular, para os três grupos de participantes 

clinicamente distintos. 

Primeiramente, foi analisada a frequência de células NK totais, a qual foi 

calculada considerando-se os eventos citofluorimétricos definidos fenotipicamente 

como CD3-/CD56+/CD16+, a partir dos linfócitos totais (Fig. 5.A-D). A distribuição 

encontrada para essas células entre os participantes HIV-TBEP, HIV-TBP e TBP 

pode ser observada na Figura 10.  

Uma tendência à frequência mediana reduzida de células NK foi observada 

entre os participantes coinfectados, especialmente para aqueles com a forma 

extrapulmonar da doença [HIV-TBEP: 3,06% (2,51–18,39%), e HIV-TBP: 4,16% 

(1,52–10,95%)], quando comparados ao grupo monoinfectado pelo Mtb [12,59% 

(8,19–20,30%)]. Entretanto, apenas entre o grupo HIV-TBP e este último essa 

redução foi estatisticamente significante (p≤0,05) (Fig. 10). 
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Figura 10. Distribuição ex vivo de células NK nos três 
grupos clínicos distintos. 
Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma 
extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6), infectados pelo HIV-1 e 
apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e não 
infectados pelo HIV-1, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15). 
As barras horizontais representam as medianas. 

 

Uma vez definidas as frequências das células NK, seguiu-se então, com sua 

caracterização quanto à expressão de diferentes moléculas, pertencentes às famílias 

KIR (Fig. 11.A-F), de receptores de lectina tipo C (Fig. 11.H-L), NCR (Fig. 11.M-P), 

entre outras (Fig. 11.G,Q-T).  

O perfil de receptores do tipo KIR, da superfamília das imunoglobulinas, foi 

explorado utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD158a, CD158b1/b2,j, 

CD158d, CD158e, CD158e1/e2 e CD158i, os quais identificam a expressão de uma 

gama de receptores envolvidos especialmente na inibição, mas também na ativação 

das células NK. Como pode ser visualizado na Figura 11 (A-F), perfis de distribuição 

semelhantes foram observados entre os participantes com diferentes características 

clínicas, para todos os KIRs avaliados, e apenas uma significância estatística foi 

detectada para o receptor CD158i (Fig. 11.F). 
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Figura 11. 
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Figura 11. 
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Figura 11. Distribuição de expressão ex vivo dos receptores do tipo KIR [CD158a (A), 
CD158b1,b2,j (B), CD158d (C), CD158e (D), CD158e1,e2 (E), CD158i (F)], receptores do tipo 
lectina C [CD69 (G), CD161 (H), CD94 (I), NKG2A (J), NKG2C (K), NKG2D (L)], NCRs [NKp30 
(M), NKp44 (N), NKp46 (O), NKp80 (P)], entre outros [CD85j (Q), CD160 (R), CD226 (S) e CD244 
(T)], em células NK CD3-/CD16+/CD56+ nos três grupos clínicos distintos. 
Participantes infectados pelo HIV-1 com a forma extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6), infectados 
pelo HIV-1 e com tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15), e não infectados pelo HIV-1, com 
tuberculose pulmonar (TBP; n=15). As barras horizontais representam as medianas. 

 

Para o receptor CD158a, a análise entre os pacientes infectados pelo HIV, 

embora um p=0,35 tenha sido alcançado, uma frequência de expressão mediana 

inferior entre os pacientes HIV-TBEP [3,90% (2,71 –9,95%)] foi observada frente 

àqueles  HIV-TBP [15,60% (3,08 –22,0%)] (Fig. 11.A). 

Além disso, o receptor CD158i apresentou expressão inferior entre os 

participantes monoinfectados pelo Mtb [1,01% (0,1–24,91%)], quando observados 

frente àqueles coinfectados pelo HIV-1 com apresentação pulmonar de TB [10,17% 

(2,39–21,15%), p≤0,05]. Ainda, uma tendência à expressão inferior foi observada 

quando comparados pacientes TBP e HIV-TBEP [8,06% (4,38–33,14%), p=0,07] 

(Fig. 11.F). 
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Além dos receptores KIR, receptores da superfamília das lectinas tipo C 

também foram avaliados, como as moléculas CD69, CD161, CD94 (Fig. 11.G-I), e os 

receptores da família NKG2: NKG2A, NKG2C e NKG2D (Fig. 11.J-L). 

A molécula CD69, a qual é rapidamente sintetizada e expressa frente à 

ativação das células leucocitárias (Ziegler et al. 1994), possui função ativadora nas 

células NK, induzindo a atividade citotóxica e a produção de citocinas (Pisegna et al. 

2002). Expressões semelhantes foram detectadas entre os participantes, 

independente do grupo clínico avaliado, sem qualquer diferença estatística 

significativa observada, para valores medianos de 3,27% (0,88–3,86%) para 

pacientes HIV-TBEP, 2,03% (1,01–4,40%) para HIV-TBP, e 2,23% (0,85–6,39%) 

para aqueles TBP (Fig. 11.G). 

No entanto, para o receptor CD161, outra lectina do tipo C decisiva da função 

das células NK (Fergusson et al. 2011), uma expressão significativamente mais 

elevada foi observada para o grupo TBP [54,33% (26,13–66,71%)], comparada 

àquela apresentada pelos participantes HIV-TBP [17,11% (8,86–36,98%); p≤0,05], 

mas não frente aos pacientes HIV-TBEP [42,74% (28,61–54,91%)] (Fig. 11.H). 

De mesmo modo, para a molécula acessória dos complexos de receptores 

NKG2, a molécula CD94, foi detectada uma frequência mediana significativamente 

maior entre os pacientes monoinfectados com TBP [37,11% (22,25–46,97%)], em 

relação a ambos os grupos clinicamente distintos de pacientes coinfectados pelo 

HIV-1 e por Mtb [TBEP: 17,85% (6,99–29,89%), e TBP: 21,81% (11,41–32,18%); 

p≤0,05] (Fig. 11.I). 

Para os receptores da família NKG2, não houve diferença entre as 

frequências de expressão de NKG2A [HIV-TBEP: 22,0% (4,01–31,33%); HIV-TBP: 

12,09% (4,86–18,32%); e TBP: 25,49% (10,20–32,50%)] (Fig. 11.J), ou NKG2C 

[HIV-TBEP: 10,81% (7,66–18,74%); HIV-TBP: 16,51% (7,69–25,05%); e TBP: 

27,15% (17,15–36,32%)] (Fig. 11.K), embora seu heterodímero CD94 tenha 

apresentado uma frequência superior nos pacientes com TB, como previamente 

descrito (Fig. 11.I).  

Por sua vez, o receptor de ativação NKG2D (Fig. 11.L), o qual é 

constitutivamente expresso em todas as células NK humanas em repouso (Lanier 

2015), apresentou uma distribuição de expressão semelhante entre os grupos, sem 
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qualquer diferença estatística. No entanto, medianas discretamente mais baixas 

foram observadas para os pacientes infectados pelo HIV-1 [(HIV-TBEP: 30,73% 

(2,48–53,02%), HIV-TBP: 28,91% (7,56–52,23%), e TBP: 45,75% (3,30–74,50%)]. 

 A família de receptores NCR também foi contemplada pela análise dos 

receptores da superfamília das lectinas tipo C NKp30, NKp44, e NKp46 (Fig.11.M-

O), e da superfamília das Igs, NKp80 (Fig. 11.P).  

 O receptor NKp44, expresso somente em células ativadas (Middleton et al. 

2002), foi significativamente mais expresso nas células dos participantes infectados 

pelo HIV-1 [HIV-TBEP [3,6% (0,78–8,30%), e HIV-TBP: 3,24% (1,97–6,88%)], 

quando comparado aos casos de TB apenas [0,72% (0,37–2,48%); p≤0,05] (Fig. 

11.N).  Para o receptor NKp46, a frequência mediana de células positivas somente 

apresentou-se reduzida no grupo coinfectado HIV-TBP [20,55% (3,76–30,64%)], 

quando comparada à expressão observada para o grupo monoinfectado TBP 

[40,92% (14,14–70,07%); p≤0,05) (Fig. 11.O). Para o receptor NKp30 nenhuma 

diferença estatisticamente significativa foi observada entre os pacientes [(HIV-TBEP: 

2,39% (2,05–11,41%); HIV-TBP: 7,42% (3,06–12,57%); e TBP: 11,72% (5,04–

49,67%)] (Fig. 11.M). O mesmo repetiu-se para o receptor NKp80 [HIV-TBEP:3,15% 

(1,44–7,19%); HIV-TBP:4,94% (1,97–9,63%); e TBP: 3,94% (0,92–24,04%)] (Fig. 

11.P). 

 Quanto aos demais membros da superfamília das imunoglobulinas avaliados, 

o CD160, um receptor de ativação de grande importância para as células NK (Tu et 

al. 2015), apresentou uma frequência de expressão reduzida nos participantes 

coinfectados pelo HIV-1 e pelo Mtb com TB ganglionar [HIV-TBEP: 1,41% (0,60–

3,40%)], cujos valores demonstraram-se significativamente menores que nos 

pacientes de TBP [12,89% (1,80–26,57%); p≤0,05] (Fig. 11.R). Por outro lado, o 

receptor de ativação CD226 ou DNAM-1, envolvido no processo de formação da 

sinapse imunológica citotóxica (Xiong et al. 2015), apresentou uma frequência de 

expressão mais elevada no grupo HIV-TBP [58,72% (6,91–69,23%)], sendo 

significativamente maior em relação ao grupo monoinfectado pelo Mtb [9,01% (4,23–

29,05%); p≤0,05] (Fig. 11.S). 

Por fim, nenhuma diferença estatística pôde ser observada para as 

frequências de expressão do receptor inibitório CD85j, pertencente à família ILT, ou 

para o receptor CD244 ou 2B4, membro da família SLAM de receptores 
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imunoregulatórios (Mathew et al. 2009). Uma redução sutil na expressão de CD85j 

foi observada frente a infecção pelo HIV-1 [HIV-TBEP: 13,21% (3,93–37,39%), e 

HIV-TBP: 10,33% (4,69–31,14%)], em relação aos pacientes de TB não infectados 

pelo vírus [(TBP: 25,57% (7,77–58,52%)]. Para o CD244, um perfil semelhante de 

expressão foi observado entre os três grupos clínicos avaliados [(HIV-TBEP: 44,77% 

(17,47–82,96%), HIV-TBP: 34,61% (18,30–77,52%), e TBP: 59,88% (22,57–

76,03%)]. 

As frequências de coexpressão de determinados receptores pelas células NK 

também puderam ser avaliadas, considerando-se a estratégia de combinações de 

anticorpos monoclonais utilizadas na metodologia do estudo. Deste modo, foi 

possível identificar o nível de comprometimento de uma mesma célula NK, quanto à 

expressão de dois receptores distintos, com características de ativação e inibição. 

As principais diferenças nas frequências de coexpressões foram observadas entre 

os grupos HIV-TBP e TBP (Fig. 12). 

As frequências de coexpressão dos receptores CD226/CD158i (Fig 12.A), 

CD226/NKG2A (Fig 12.B), CD158i/CD161 (Fig 12.C), CD158i/NKG2A (Fig 12.D) e 

CD158d/NKp44 (Fig. 12.F) foram significativamente mais elevadas no grupo 

infectado pelo HIV-1, com a forma pulmonar de TB [respectivamente: 4,96% (1,33–

11,38%), 5,56% (0,63–9,68%), 4,94% (1,12–17,11%), 2,45% (0,68–8,27%), 2,23% 

(0,69%–3,77%)], quando comparadas àquelas observadas para os pacientes com 

TB pulmonar apenas [respectivamente: 0,38% (0,09–1,19%), 0,84% (0,59–2,36%), 

0,10% (0–1,13%), 0,38% (0,06–1,33%), 0,54% (0,10–2,15%);  p≤0,05)]. 

Por outro lado, a frequência de coexpressão de NKp30/NK46 demonstrou-se 

reduzida no grupo HIV-TBP [7,06% (1,17–15,68%)], quando comparada ao grupo 

TBP [18,57% (6,73–55,49%); p≤0,05] (Fig. 12.E). 

As demais coexpressões avaliadas, de acordo com as combinações de 

anticorpos monoclonais utilizadas, não apresentaram diferenças estatísticas 

significativas (dados não mostrados). No entanto, foi possível identificar uma 

perturbação do repertório de NK nos pacientes infectados pelo HIV-1 com TB 

pulmonar, o que pode indicar uma participação dessas células na imunidade desses 

participantes. 
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Figura 12. Distribuição ex vivo de coexpressão dos receptores CD226/CD158i (A), 
CD226/NKG2A (B), CD158i/CD161 (C), CD158i/NKG2A (D), NKp30/NKp46 (E) e CD158d/NKp44 
(F) pelas células NK nos três grupos de pacientes clinicamente distintos. 
Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6), 
infectados pelo HIV-1 e apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e não infectados pelo 
HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15).  
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4.3 Caracterização Ex Vivo das Células iNKT 

 Dando continuidade à análise ex vivo do perfil das células linfoides inatas, as 

células NKT também foram alvo do presente estudo, mais especificamente aquelas 

do tipo I ou iNKT (Juno et al. 2012). Identificadas através da expressão da cadeia 

invariante Vα24Jα18+, essas células foram definidas no contexto das células NKT 

CD3+/CD56+ totais. A partir das células Vα24Jα18+ foram então determinadas as 

subpopulações iNKT avaliadas (Fig. 6.A-C). 

 Assim como conduzido para as células NK, inicialmente foi investigada 

frequência das células NKT totais e iNKT nos três grupos clínicos: HIV-TBEP, HIV-

TBP e TBP. Para as células NKT totais, a distribuição das frequências apresentou-se 

semelhante entre os três grupos [(HIV-TBEP: 1,54% (0,86–2,73%), HIV-TBP: 1,01% 

(0,35–2,0%), e TBP: 1,69% (1,02–4,65%)], portanto, nenhuma diferença estatística 

pôde ser observada (Fig. 13). 

 

 

Figura 13. Distribuição ex vivo de células NKT totais nos 
três grupos clínicos distintos. 

Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma 

extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6), infectados pelo HIV-1 e 

apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e não 

infectados pelo HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15). 

As barras horizontais representam as medianas. 

 

Quanto às células iNKT, embora uma aparente redução de células tenha sido 

observado no grupo infectado pelo HIV-1 com a forma extrapulmonar de TB [3,60% 

(2,44–8,70%)], em relação aos demais pacientes [HIV-TBP: 8,01% (4,48–10,64%), e 
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TBP: 7,01% (3,34–9,67%)], esta redução não apresentou significância estatística 

(Fig. 14). 

 

Figura 14. Distribuição ex vivo de células iNKT nos três 
grupos clínicos distintos. 
Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma 
extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6), infectados pelo HIV-1 e 
apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e não 
infectados pelo HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15). 
As barras horizontais representam as medianas. 

 

Os níveis de ativação e o estágio de diferenciação das células iNKT foram 

investigados através da coexpressão das moléculas CD69 e CD161. Células iNKT 

mais ativadas e em estágio mais avançado de diferenciação foram observadas numa 

maior frequência nos grupos infectados pelo HIV-1 [HIV-TBEP: 49,83% (17,37–

63,67%), e HIV-TBP: 33,78% (17,86–58,96%)], quando comparadas aos pacientes 

com TB pulmonar [13,16% (5,50–25,00%); p≤0,05], como pode ser visualizado na 

figura 15. Não houve diferença significativa nos níveis circulantes dessas células 

entre os pacientes infectados pelo HIV-1, embora uma mediana mais elevada tenha 

sido apresentada pelos pacientes com TB extrapulmonar. 
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Figura 15. Distribuição ex vivo das células CD161+/CD69+ 
nos três grupos clínicos distintos. 
Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma 
extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6), infectados pelo HIV-1 e 
apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e não 
infectados pelo HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15). 
As barras horizontais representam as medianas. 

  

As subpopulações de células iNKT CD4+ e CD8+ periféricas também foram 

investigadas (Fig. 16.A-D). A subpopulação iNKT CD4+/CD8- apresentou uma 

distribuição de frequências semelhante entre os três grupos, e desse modo, 

nenhuma significância estatística foi observada (Fig. 16.A). Para a subpopulação 

CD4-/CD8+, apesar de valores medianos aparentemente mais baixos terem sido 

apresentados pelos pacientes infectados pelo HIV-1 [HIV-TBEP: 21,81% (14,06 – 

52,19%), HIV-TBP: 19,15% (8,77 – 52,63%), e TBP: 47,66% (9,21 – 74,78%)], 

nenhuma significância estatística pôde ser observada (Fig. 16.B). Adicionalmente, 

ainda que a subpopulação CD4-/CD8- tenha sido expressa em maior frequência pelo 

grupo HIV-TBEP [34,68 (8,34 – 64,17%)] em relação aos outros grupos [HIV-TBP: 

22,22 (10,53 – 39,28%), e TBP: 18,75 (10,55 – 43,40%)], nenhuma diferença 

estatística também pôde ser observada (Fig. 16.C). Por sua vez, a subpopulação 

CD4+/CD8+ apresentou frequências mais elevadas no grupo HIV-TBP [23,68% 

(2,25–37,50%)], quando comparadas aquelas observadas para o grupo TBP [3,65% 

(1,40–8,70%); p≤0,05] (Fig. 16.D). 
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Figura 16. Distribuição ex vivo das subpopulações CD4+/CD8- (A), CD4-/CD8+ (B), CD4-/CD8- (C) 
e CD4+/CD8+ (D) de células iNKT nos três grupos clínicos distintos. 
Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6), 
infectados pelo HIV-1 e apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e não infectados pelo 
HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15). As barras horizontais representam as medianas. 

 

 

As subpopulações de células iNKT também foram avaliadas quanto ao nível 

de ativação, de acordo com a expressão da molécula CD69, cujas distribuições das 

frequências observadas para os três grupos clinicamente distintos estão 

demonstradas na figura 17.  

Para a subpopulação iNKT CD4+, pôde ser observada uma frequência 

relativamente maior de células ativadas no grupo HIV-TBP [2,21% (0,71–8,51%)], 

em comparação ao grupo TBP [0,81% (0,47–1,00%); p≤0,05] (Fig. 17.A). Embora 

não haja significância estatística, a mediana da distribuição de células ativadas, 

observada para o grupo HIV-TBEP, apresentou-se bem mais elevada que aquelas 

encontradas para os outros grupos [5,85% (0,60%–22,77%)].  
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Já para a subpopulação iNKT CD8+, os participantes coinfectados de ambos 

os grupos também apresentaram frequências de células ativadas superiores, e 

estatisticamente significativas em relação ao grupo monoinfectado por Mtb [HIV-

TBEP: 29,40% (19,62–57,05%), HIV-TBP: 10,32% (8,93–27,87%), e TBP 4,35% 

(1,46– 9,21%); p≤0,05] (Fig. 17.B). 

 

 

Figura 17. Distribuição ex vivo de subpopulações CD4+ (A) e CD8+ (B) de células iNKT ativadas 
nos três grupos clínicos distintos. 
Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6), 
infectados pelo HIV-1 e apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e não infectados pelo 
HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15). As barras horizontais representam as medianas. 

 

 

 Por fim, na figura 18 podem ser visualizados os comportamentos de 

expressão do perfil Th17 de resposta imune, identificado pela expressão de CD161 

(Annunziato et al. 2007; Kleinschek et al. 2009; Ito & Seishima 2010; Moreira-

Teixeira et al. 2011), observados para as subpopulações iNKT CD4+ e CD8+, nos 

três grupos clínicos estudados. Foi possível observar distribuições semelhantes das 

frequências de expressão de células iNKT CD4+/CD161+ (Fig. 18.A) e CD8+/CD161+ 

(Fig. 18.B) para os pacientes HIV-TBEP [7,18% (1,12–17,26%) e 19,33% (0– 

33,16%), respectivamente], HIV-TBP [7,89% (1,68–22,22%) e 24,79% (6,45–

44,44%), respectivamente], e TBP [9,21% (3,44–15,80%) e 32,08% (7,89–63,94%), 

respectivamente], sem qualquer diferença estatística detectada.  
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Figura 18. Distribuição das subpopulações CD4+ (A) e CD8+ (B) de células iNKT com perfil Th17 
nos três grupos clínicos distintos. 
Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6), 
infectados pelo HIV-1 e apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e não infectados pelo 
HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15). As barras horizontais representam as medianas. 

 

Frente aos achados das análises das células iNKT, destaca-se a provável 

exaustão celular observada para os participantes infectados pelo HIV-1, refletidas 

nos níveis de ativação e diferenciação celular nesses pacientes, envolvendo 

especialmente as células iNKT CD8+ citotóxicas (Bendelac et al. 2007). 

  

4.4 Caracterização Ex Vivo das Células T γδ 

Para completar a avaliação da resposta imune celular inata, o perfil ex vivo 

dos linfócitos T γδ também foi investigado nos grupos HIV-TBEP, HIV-TBP e TBP. A 

população geral de células T γδ foi definida como CD3+/GD+, através da utilização 

de um anticorpo monoclonal com especificidade para todas as cadeias γδ (Fig. 7.A-

C). Em função destas, as subpopulações γδ foram avaliadas tendo como base a 

expressão ou não do segmento Vδ2, presente na maioria dos receptores em 

humanos (Fig. 7.D). Receptores de células NK, coestimulatórios e inibitórios das 

células T γδ, também foram avaliados (Fig. 7.E-I). 

Quanto à população de células T γδ totais, uma distribuição de frequências 

reduzida e estatisticamente significante foi observada para os participantes 

coinfectados pelo HIV-1 e TB extrapulmonar [3,61% (2,21–5,25%)], em relação 

àqueles participantes com a forma pulmonar [6,35% (5,46–11,50%); p≤0,05], como 
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mostrado na figura 19. Nenhuma diferença significativa foi observada quando esses 

pacientes foram comparados ao grupo monoinfectado por Mtb [5,46% (2,77–

7,27%)]. 

 

 

Figura 19. Distribuição ex vivo das células T γδ nos três 
grupos clínicos distintos. 
Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma 
extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6), infectados pelo HIV-1 e 
apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e não 
infectados pelo HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15). 
As barras horizontais representam as medianas. 

  

As frequências de coexpressão de receptores de células NK e do receptor de 

ativação CD69 em células T γδ foram analisadas para a população T γδ total, e as 

associações com diferenças estatisticamente significativas entre os grupos podem 

ser observadas na figura 20.  

As principais diferenças estatísticas foram encontradas entre os participantes 

com manifestação pulmonar da TB, coinfectados ou não. A frequência de 

coexpressão dos receptores CD158b1,b2,j/NKp46 foi significativamente maior em 

HIV-TBP [0,39% (0,08–1,18%)], em relação ao grupo TBP [0,06% (0–0,27%); 

p≤0,05] (Fig. 20.A). O mesmo foi observado para a frequência de coexpressão dos 

receptores CD158a/NKG2D [HIV-TBP:0,05% (0–0,53%) e TBP 0,0% (0–0,60%); 

p≤0,05] e CD158b1,b2,j/CD69 [HIV-TBP: 1,60% (0–6,82%) e TBP: 0% (0–0,35%); 

p≤0,05] (Fig. 20.B e 20.C, respectivamente). Para a coexpressão dos receptores 

NKp46/CD69, uma frequência significantemente maior foi observada nos dois grupos 

infectados pelo HIV-1 [HIV-TBEP: 0,13% (0,07–0,46%) e HIV-TBP: 0,50% (0,04–

0,84%)], quando comparados aos monoinfectados pelo Mtb [TBP: 0% (0–0,19%); 
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p≤0,05] (Fig. 20.D). A análise das coexpressões de CD158a/CD69 e NKG2D/CD69 

também foram realizadas, contudo, não foram observadas diferenças estatísticas 

(dados não mostrados). 

 

 

Figura 20. Distribuição ex vivo de coexpressão dos receptores CD158b1,b2,j/NKp46 (A), 
CD158a,h/NKG2D (B), CD158b1,b2,j/CD69 (C) e NKp46/CD69 (D) pelas células T γδ nos três 
grupos clínicos distintos. 
Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6), 
infectados pelo HIV-1 e apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e não infectados pelo 
HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15). As barras horizontais representam as medianas. 

 
 

As frequências das subpopulações Vδ2+ e Vδ2- foram, então, investigadas, no 

contexto da população celular T γδ total (Fig. 7.D). A frequência de distribuição das 

células T γδ Vδ2+ demonstrou-se inferior nos grupos coinfectados [HIV-TBEP: 14,0% 

(7,75–54,65%) e HIV-TBP: 14,99% (6,07–29,29%)], quando comparados ao grupo 

TBP [56,02% (21,90–75,42%); p≤0,05] (Fig. 21). 

 

0

1

2

3

4

5

1 5

3 0

0

1

2

3

4

5

1 5

3 0

0

1

2

3

4

5

1 5

3 0

CD158b1,b2,j/CD69

CD158a,h /NKG2DCD158b1,b2,j/NKp46

Grupos clínicos

HIV-TBEP HIV-TBP TBP HIV-TBEP HIV-TBP TBP

F
re

q
u

ê
n

c
ia

 (
%

) 
d

e
 e

x
p

re
s
s

ã
o

 d
o

s
 r

e
c

e
p

to
re

s
 e

m
 c

é
lu

la
s

 γ
δ

p=0,0383p=0,0413

p=0,0218

0

1

2

3

4

5

1 5

3 0

NKp46/CD69

p=0,0162

p=0,0410

A

C

B

D



72 
 

 

Figura 21. Distribuição ex vivo de células T γδ Vδ2+ nos 
três grupos clínicos distintos. 
Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma 
extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6), infectados pelo HIV-1 e 
apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e não 
infectados pelo HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15). 
As barras horizontais representam as medianas. 

 
 

 Essas subpopulações T γδ Vδ2+ também foram individualmente avaliadas 

quanto à expressão dos receptores de NK e CD69 (Fig. 22 e 23, respectivamente). 

De modo semelhante ao observado para a população T γδ, diferenças significativas 

foram observadas, em especial, entre os pacientes com TB pulmonar. Para os 

receptores NKp46 (Fig. 22.B) e NKG2D (Fig. 22.C), frequências medianas de 

expressão foram maiores no grupo HIV-TBP [22,41% (3,58–42,27%), e 17,17% 

(6,18–63,43%), respectivamente], em relação ao grupo TBP [2,87% (1,31–12,03%), 

e 3,04% (1,37–6,17%), respectivamente; p≤0,05]. No entanto, o receptor CD69 teve 

sua frequência de expressão aumentada nos grupos coinfectados [HIV-TBEP: 

4,06% (1,03–9,49%) e HIV-TBP: 11,79% (5,83–18,69%)], quando comparados ao 

grupo monoinfectado [0,31% (0,20 – 1,12%); p≤0,05] (Fig. 22.A). De modo 

interessante, nenhuma diferença estatística foi observada para os receptores 

CD158a e CD158b1,b2,j (Fig. 22.D e 22.E, respectivamente).  

Para a subpopulação de células T γδ Vδ2-, como pode ser observado na 

figura 24, diferenças significativas também envolveram os pacientes com TB 

pulmonar. O receptor NKG2D apresentou maior frequência de expressão no grupo 

HIV-TBP [17,60% (4,16–48,46%)] (Fig. 23.C), quando comparado ao grupo TBP 

[1,04% (0,29–23,93%)], enquanto o receptor CD69 demonstrou frequência de 

expressão aumentada nos grupos HIV-TBEP e HIV-TBP [5,99% (3,31–12,08%) e 
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9,14% (4,25–16,38%), respectivamente], em relação ao grupo TBP [1,36% (0,60 – 

3,68%)] (Fig. 23.A). Apesar de nenhuma diferença estatística tenha sido observada 

para os demais receptores avaliados, uma possível redução dos valores medianos 

para CD158a,h pôde ser visualizada nos participantes infectados pelo HIV-1 [(HIV-

TBEP: 56,33% (14,56–77,06%) e HIV-TBP: 30,19% (9,12–54,14%)], frente aos 

pacientes TBP [70,62% (0–94,47%)] (Fig. 23.D). 
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Figura 22. Distribuição ex vivo dos receptores CD69 (A), NKp46 (B), NKG2D (C), CD158a,h (D) e 
CD158b1,b2,j (E) pelas células T γδ Vδ2+ nos três grupos clínicos distintos. 
Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6), 
infectados pelo HIV-1 e apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e não infectados pelo 
HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15). As barras horizontais representam as medianas. 
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Figura 23. Distribuição ex vivo da expressão dos receptores CD69 (A), NKp46 (B), NKG2D (C), 
CD158a,h (D) e CD158b1,b2,j (E) pelas células T γδ Vδ2- nos três grupos clínicos distintos. 
Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6), 
infectados pelo HIV-1 e apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e não infectados pelo 
HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15). As barras horizontais representam as medianas. 
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dos receptores CD158b1,b2/NKp46 demonstrou-se aumentada no grupo HIV-TBP 

[2,81 (0,63 – 5,92)], em relação ao grupo TBP [0,045% (0,0 – 1,00%), p≤0,05], 

conforme apresentado na figura 24.A. A frequência de coexpressão dos receptores 

NKG2D/CD158a,h não apresentou diferenças estatisticamente significativas (Fig. 

24.B). Quanto à população de células T γδ Vδ2-, nenhuma coexpressão apresentou 

diferença significativa entre os grupos clinicamente distintos e, portanto, os dados 

não foram apresentados. 

 

 

Figura 24. Distribuição ex vivo de coexpressão dos receptores CD158b1,b2,j/NKp46 (A) e 
CD158a,h/NKG2D (B) pelas células T γδ Vδ2+ nos três grupos clínicos distintos. 
Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6), 
infectados pelo HIV-1 e apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e não infectados pelo 
HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15). As barras horizontais representam as medianas. 
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4.5 Avaliação Funcional das Células NK In Vitro 

O potencial funcional das células NK, ou seja, a capacidade dessas células de 

promover a lise citotóxica das células-alvo, bem como de produzir citocinas efetoras 

da resposta imune, foi avaliado in vitro. Para isto, PBMCs foram obtidas de amostras 

de sangue periférico e submetidas aos ensaios funcionais para a detecção de 

CD107a e das citocinas pró-inflamatórias IFN-γ e TNF. 

 Inicialmente, as células NK definidas como CD3-/CD56+/CD16+, foram 

avaliadas quanto à sua frequência basal, após ensaio in vitro de 16 horas (Fig. 5.A-

D). A distribuição das frequências das células NK para cada um dos três grupos 

clinicamente distintos pode ser observada na figura 25. Em ausência de estímulo, 

frequências semelhantes foram observadas entre os grupos, sem qualquer diferença 

significativa. As mesmas foram diferentes daquelas observadas na análise ex vivo 

(Fig. 10). 

 

 

Figura 25. Distribuição in vitro de células NK nos três 
grupos clínicos distintos. 
Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma 
extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6), infectados pelo HIV-1 e 
apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e não 
infectados pelo HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15). 
As barras horizontais representam as medianas. 
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pelas células NK frente à K562 e em ausência de estímulo (controle), observadas 

para os três grupos clinicamente distintos, encontram-se na figura 26. Para todos os 

três grupos, observou-se aumento significativo na expressão de CD107a pelas 

células NK, quando submetidas ao estímulo (K562) (p≤0,05). Os valores médios 

encontrados neste estudo assemelham-se aos valores observados na população 

sadia para as duas morbidades (Pean et al. 2012). 
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Figura 26. Distribuição in vitro da expressão de CD107a pelas 
células NK, na presença (K562) ou em ausência (controle) de 
estímulo. 
Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma 
extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6) (A), infectados pelo HIV-1 e 
apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) (B) e não 
infectados pelo HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15) (C).  
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O potencial degranulatório das células NK, frente ao estímulo com K562, foi 

semelhante entre os três grupos clinicamente distintos avaliados, uma vez que não 

houve diferenças estatísticas significativas. No entanto, como pode ser identificado 

na figura 27, um potencial de degranulação mediano aparentemente inferior foi 

estabelecido para os pacientes com TB pulmonar monoinfectados [6,93% (3,05–

13,11%)], frente às medianas observadas para os demais pacientes [HIV-TBEP: 

10,02% (7,27–21,37%) e HIV-TBP: 9,37% (4,09–19,87%)].  

 

 
 
Figura 27. Distribuição in vitro da expressão de CD107a 
pelas células NK, frente ao estímulo com K562. 
Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma 
extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6), infectados pelo HIV-1 e 
apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e não 
infectados pelo HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15). 
As barras horizontais representam as medianas. 
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Figura 28. Distribuição in vitro da expressão de IFN-γ (A) e TNF (B) intracelular em células NK, 
frente ao estímulo em PBMC dos participantes incluídos nos três grupos clínicos distintos. 
Infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6), infectados 
pelo HIV-1 e apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e não infectados pelo HIV, com 
tuberculose pulmonar (TBP; n=15). As barras horizontais representam as medianas. 

 
 Por fim, foi avaliada a frequência de células duplo-funcionais, ou seja, que 

apresentaram, ao mesmo tempo, capacidade citotóxica e de produção de citocinas 

(Reeves et al. 2010). Perfis semelhantes foram observados para as frequências 

dessas células entre os três grupos clinicamente distintos (Fig. 29.A e 29.B). Embora 

uma tendência a mediana ligeiramente superior tenha sido observada para o grupo 

TBP, quanto à frequência de células CD107a+/TNF+, nenhuma diferença estatística 

significativa foi detectada (Fig. 29.B). 

 

 

Figura 29. Frequência da expressão de CD107a/IFN-γ (A) e CD107a/TNF (B) em células NK in 
vitro frente ao estímulo com K562. 
Participantes infectados pelo HIV-1 e apresentando a forma extrapulmonar de TB (HIV-TBEP; n=6), 
infectados pelo HIV-1 e apresentando tuberculose pulmonar (HIV-TBP; n=15) e não infectados pelo 
HIV, com tuberculose pulmonar (TBP; n=15). As barras horizontais representam as medianas. 
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5 DISCUSSÃO 

A TB é considerada hoje a doença infecciosa de maior letalidade no mundo, à 

frente mesmo do HIV/AIDS, sendo responsável por 1,3 milhão de mortes, com 10,4 

milhões de casos novos da doença em 2016, de acordo com o boletim mais recente 

da OMS (2017). No mesmo ano, o Brasil registrou 66.796 casos novos de TB, além 

de 4.543 óbitos em decorrência da doença (Ministério da Saúde, Boletim 

Epidemiológico de Tuberculose 2017). 

A transmissão do agente causador da TB ocorre através da inalação de 

bacilos expelidos pelas vias aéreas de indivíduos com a forma pulmonar ou laríngea 

da doença (Turner & Bothamley 2015). O desfecho da infecção, no que diz respeito 

ao seu estabelecimento, controle ou forma ativa, é definido através das interações 

entre o hospedeiro e o patógeno, com o ambiente podendo também contribuir 

(Prezzemolo et al. 2014). Um determinante importante a ser considerado no 

desenvolvimento da forma ativa da TB é o perfil da resposta imune do hospedeiro, a 

qual pode sofrer influência de diversos fatores, destacando-se a coinfecção pelo 

HIV-1, uma das principais doenças crônicas de caráter infeccioso a promover a 

desestruturação da resposta imune (Prezzemolo et al. 2014). 

Apesar da existência de cura para a TB e tratamento para a infecção pelo 

HIV-1, a associação HIV/TB ainda é um grande desafio para a saúde pública, sendo 

considerada uma entidade patológica distinta. O risco de TB ativa aumenta de 2 a 5 

vezes quando um indivíduo é infectado pelo HIV-1, assim sendo ao longo das fases 

aguda e crônica da infecção. Com a progressão para AIDS, esse risco se torna pelo 

menos 20 vezes maior ao observado na população geral (Bell & Noursadeghi 2018). 

No Brasil, segundo avaliação do Ministério da Saúde, esse risco chega a ser 28 

vezes maior (Boletim Epidemiológico Coinfecção TB-HIV 2017). E nesse contexto, a 

manifestação extrapulmonar da TB ganha atenção pela sua dificuldade e demora de 

diagnóstico, bem como pelo aumento de frequência de casos entre pacientes 

coinfectados pelo HIV-1 (Bethlem 2012).  

No presente estudo, o perfil de células da imunidade inata foi investigado em 

pacientes infectados pelo HIV-1 com TB ganglionar, a apresentação extrapulmonar 

mais comum da TB nesse grupo (Salvador et al. 2015), com a finalidade de melhor 

compreender a imunopatogenia dessa manifestação. Para isso, foram avaliados seis 
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participantes infectados pelo HIV-1 com TB ganglionar, junto a 15 participantes 

coinfectados pelo HIV-1 com manifestação pulmonar da TB e 15 participantes com 

TB pulmonar monoinfectados. Numa análise inicial, os participantes foram avaliados 

quanto às variáveis categóricas de idade, gênero e raça, as quais não diferiram 

entre os grupos clínicos avaliados. 

A TB apresenta-se de forma mais incidente em homens do que em mulheres, 

sendo que no ano de 2016, o número de casos novos registrados no mundo foi 1,6 

vezes maior em indivíduos do gênero masculino (WHO 2016). Embora não tenham 

sido observadas diferenças estatísticas significantes para a distribuição dos 

participantes dos gêneros masculino e feminino nos três grupos clínicos, de modo 

semelhante ao cenário mundial, um maior número de homens foi incluído em nosso 

estudo, totalizando 23 participantes, para 13 mulheres, uma razão de 1,77. Um 

estudo realizado no município de Duque de Caxias – RJ também apresentou maior 

número de diagnósticos de TB em homens, do que em mulheres (Belo et al. 2010), 

assim como um estudo prévio realizado pelo nosso grupo, no qual esse cenário 

também foi observado (da Silva et al. 2013). Não se sabe ao certo a que essa 

diferença entre gêneros possa estar associada. Contudo, discute-se sobre impacto 

de fatores econômicos e socioculturais, além de fatores biológicos (Belo et al. 2010). 

A TB per se pode ser considerada uma doença imunossupressora (Pilheu et 

al. 1997). A infecção pelo HIV-1, por sua vez, tem na depleção de células T CD4+ 

sua principal característica definidora, e como desfecho uma imunodeficiência 

severa (Pawlowski 2012). Na coinfecção HIV/Mtb, os patógenos potencializam um 

ao outro, impactando o curso clínico de ambas as infecções, e acelerando a 

deterioração das funções imunológicas, o que aumenta o risco de progressão da 

infecção pelo Mtb para doença ativa, quando níveis baixos de células T CD4+ são 

alcançados (Pawlowski et al. 2012). Deste modo, os participantes infectados pelo 

HIV-1 avaliados neste estudo foram incluídos, tendo como critério contagens 

absolutas de linfócitos T CD4+ iguais ou inferiores a 350 céls./mm³ de sangue, com a 

finalidade de homogeneizar o grau de imunodeficiência dos quadros de TB pulmonar 

e extrapulmonar, quanto às células T CD4+. Portanto, a avaliação das contagens 

absolutas das células T CD4+, utilizada no monitoramento laboratorial da infecção 

pelo HIV-1, demonstrou que todos os participantes apresentaram valores inferiores a 

200 céls./mm3 de sangue, o que classifica a todos como casos de AIDS, ou estágio 

3 da infecção pelo HIV-1, segundo critérios definidos e revistos pelo “Centers of 
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Disease Control and Prevention” (CDC) em 2016. De fato, o risco de TB ativa nessa 

fase é muito alto, como mostrado na figura 3.  

As células T CD4+ apresentam papel importante para a formação e 

manutenção da estrutura do granuloma durante a infecção inicial pelo Mtb (Nunes-

Alves et al. 2014). Em geral, os indivíduos infectados pelo HIV-1 tendem a formar 

granulomas disfuncionais, que falham na contenção do bacilo (Nunes-Alves et al. 

2014). Ainda, o número reduzido de células T CD4+ já foi associado ao escape do 

bacilo dos pulmões, disseminação e acometimento de outros sítios para o 

estabelecimento da infecção (O’Garra et al. 2013). No entanto, as contagens de 

células T CD4+ não apresentaram diferença estatística entre os pacientes 

coinfectados com TB pulmonar e TB ganglionar, embora uma imunossupressão 

aparentemente mais acentuada pôde ser observada para os casos pulmonares. Esta 

observação reforça a possível participação de outros componentes da resposta 

imune na perda da delimitação da infecção ao sítio pulmonar, e remete à hipótese 

de outros mecanismos estarem envolvidos na imunopatogênese da associação 

HIV/TB, como por exemplo, alterações nas microbiotas pulmonar e do intestino, que 

impactam de modo negativo a imunidade nesses pacientes (Nwosu et al. 2014; 

Cervantes 2017). 

 Outro compartimento imunológico que sofre impacto na infecção pelo HIV-1 é 

o de células T CD8+. A produção aumentada de células T CD8+ pode ser detectada 

nos indivíduos infectados durante as fases precedentes à AIDS, quando, então, são 

acometidos por grave redução de linfócitos T (Hellerstein et al. 1999). Apesar da 

contagem de células T CD8+ ter apresentado valores semelhantes entre os grupos 

infectados pelo HIV-1 estudados, observamos uma mediana um pouco mais elevada 

naqueles indivíduos infectados pelo HIV-1, com apresentação ganglionar da TB. 

Portanto, também para esta subpopulação de linfócitos T, um comprometimento 

imunológico mais acentuado e uma doença ainda mais avançada parece presente 

na coinfecção, nos casos de TB pulmonar. 

 Em indivíduos vivendo com HIV/AIDS, a redução do número de células T 

CD4+ e o aumento da contagem de células T CD8+ resultam na inversão da razão 

CD4/CD8, o que caracteriza um mau prognóstico da doença (Cao et al. 2016). 

Todos os indivíduos infectados pelo HIV-1 apresentaram razão de células T 
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CD4+/CD8+ visivelmente reduzidas em função da desestruturação imunológica 

causada pelo HIV-1, e consistente com o avanço da infecção. 

 Acompanhando os perfis observados para as contagens de células T CD4+ e 

T CD8+ e o estágio avançado da infecção pelo HIV-1 (Naif 2013), a quantificação da 

carga viral plasmática apresentou valores elevados para ambos grupos clínicos 

estudados, sem diferença estatística significativa entre eles, mas com perfil de 

distribuição aparentemente superior para os pacientes com TB pulmonar. Portanto, 

uma aparente facilitação da replicação viral pode estar acontecendo na infecção 

pulmonar. Isso pode ser consequência de alterações da microbiota pulmonar e do 

processo inflamatório local (Cervantes 2017). 

Dado o impacto da infecção pelo HIV-1 sobre o sistema imunológico, 

consideramos importante avaliar a participação de outros componentes celulares do 

sistema imune que possam estar relacionados com a patogênese da TB 

extrapulmonar, a qual envolve a perda do controle da TB no sítio pulmonar e a 

disseminação do patógeno, com o acometimento de outros tecidos do organismo 

(Bethlem 2012). Deste modo, o presente estudo se propôs a avaliar as células 

linfoides da imunidade inata.  

Neste contexto, as células NK, as quais possuem papel importante tanto na 

infecção pelo HIV-1 (Kottilil et al. 2003; Alter et al. 2004; Alter et al. 2007; Scott-

Algara et al. 2008; Pean et al. 2012), quanto na TB (Ehlers & Schaible 2013; 

Vankayalapati et al. 2005; Marcenaro et al. 2008; Esin et al. 2013), foram avaliadas 

quanto à expressão de uma gama de moléculas de superfície que caracterizam de 

modo amplo o repertório circulante dessas células chave da imunidade inata. 

Definidas como CD3-CD56+CD16+ (Robertson & Ritz 1990), essas células são 

capazes de identificar alterações na superfície das células alvo, como aquelas 

infectadas por vírus, seja pela diminuição de expressão de moléculas próprias 

(“missing self”) ou pela expressão de moléculas exógenas ou moléculas próprias 

num contexto alterado, como condições de estresse celular (“induced self”), como 

exemplificado na figura 4. Ao expressar moléculas de estresse, células infectadas 

pelo HIV-1 podem tornar-se alvos das células NK, uma vez que essas moléculas são 

reconhecidas por receptores ativadores (Hölzemer et al. 2017).  
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No presente estudo, os participantes coinfectados pelo HIV-1 e Mtb 

apresentaram frequências ex vivo de células NK muito reduzidas em comparação 

aos participantes TB monoinfectados. Embora as análises in vitro tenham 

apresentado um perfil distinto do observado ex vivo, como será abordado mais à 

frente, o impacto da infecção pelo HIV-1 nos pacientes com TB deve ser 

considerado. Esta observação condiz com os achados de Alter et al. (2004), que 

também demonstraram uma redução significativa dessas células na infecção 

persistente pelo HIV-1. Uma vez que as células NK são uma das primeiras 

populações de células efetoras a sofrer expansão durante a infecção aguda pelo 

HIV-1, a cronicidade da infecção viral pode resultar na exaustão deste 

compartimento celular, levando à perda da capacidade de proliferação homeostática 

(Sun & Lanier 2011). Na TB, estas células atuam como uma importante fonte de 

IFN-γ, citocina essencial para a ativação dos macrófagos, dando início à sua 

atividade antimicrobiana e, como consequência, ao desencadeamento da resposta 

imune dessas células contra o Mtb (Choreno Parra et al. 2017). Esta redução 

observada poderia impactar diretamente o controle do Mtb. No entanto, não houve 

diferença entre os níveis de células NK dos pacientes coinfectados, com TB 

pulmonar e TB ganglionar. Portanto, a alteração quantitativa das células NK não 

parece se associar à manifestação clínica da TB.  

As células NK apresentam um repertório extremamente variado, em função 

das diversas combinações possíveis entre seus receptores ativadores e inibitórios 

(Strauss-Albee et al. 2015), e o balanço dos sinais recebidos por essas moléculas 

regula a atividade celular (Shifrin et al. 2014).  A caracterização do repertório de 

células NK nos pacientes coinfectados pelo HIV-1 com TBEP consistiu no principal 

objetivo deste estudo.   

 Os receptores KIR representam a maior família de receptores expressos 

pelas células NK, a qual possui membros com função inibidora e estimulatória. 

Infecções virais, como o HIV-1, geralmente alteram a expressão dos ligantes desses 

receptores, ativando suas funções (Hölzemer et al. 2017). Uma investigação 

envolvendo oito diferentes receptores KIR foi conduzida, através de seis diferentes 

anticorpos monoclonais.  

Entre os três grupos clínicos avaliados, não foram detectadas diferenças 

significativas quanto à expressão de receptores pertencentes a esta família. Para os 
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receptores CD158a (inibição) e CD158i (ativação) foram observadas apenas 

tendências de maior expressão nos pacientes com TB pulmonar coinfectados, e 

menor para os pacientes com Mtb-monoinfectados respectivamente, em relação aos 

demais grupos clínicos. Pean et al. (2012) também avaliaram a expressão dos 

receptores CD158a, CD158b, CD158e e CD158i, e, do mesmo modo, observaram 

perfis de distribuição semelhantes para estas moléculas, entre pacientes HIV/TB que 

desenvolveram ou não episódios de IRIS, pacientes monoinfectados pelo HIV-1, 

pacientes monoinfectados pelo Mtb, e indivíduos sadios para ambas infecções. 

Essas observações indicam um aparente equilíbrio de expressão nessa família de 

receptores, a qual não parece ser alterada frente à associação HIVTB. 

Para a molécula CD69, um marcador de ativação celular que atua como 

molécula ativadora para as células NK, níveis de expressão bastante restritos foram 

observados para os pacientes dos três grupos clínicos avaliados no presente estudo, 

e que não apresentaram diferenças entre si, provavelmente indicando ausência ou 

baixa ativação dessas células nos pacientes avaliados. Pean et al. (2012), 

demonstraram uma alta frequência de expressão de CD69 nas células NK de 

pacientes HIV/TB em relação aos controles, detectada para 40 a 60% dessas 

células.  

A molécula CD161 é um receptor inibitório para as células NK, embora um 

perfil regulador também tenha sido depositado a esse receptor (Poggi et al. 1996; 

Aldemir et al. 2005, Pozo et al. 2006). Frequências de expressão significativamente 

reduzida para esse receptor foram observadas nos casos de TB pulmonar 

coinfectados pelo HIV-1, em comparação aos casos de TB pulmonar na ausência do 

vírus. No contexto da inibição ou da regulação, a resposta de células NK poderia 

estar desregulada e propensa à ativação. Por outro lado, pacientes com TB 

ganglionar apresentaram níveis semelhantes de expressão de CD161 comparadas 

àqueles pacientes com TB pulmonar monoinfectados. No caso desta molécula, Pean 

et al. (2012), em contrapartida ao CD69, não observaram diferenças de expressão 

entre os grupos avaliados. 

 A molécula CD94 é considerada acessória aos receptores NKG2A e NKG2C 

da família NKG2, pois forma com estes, heterodímeros, através de pontes dissulfeto 

(Lanier 2005). Neste estudo observamos frequência de CD94 significativamente 

maior no grupo de TB pulmonar monoinfectado, em relação aos grupos 
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coinfectados, indicando o impacto da infecção pelo HIV-1 também sobre a 

expressão desta molécula. Por outro lado, as moléculas NKG2A e NKG2C não 

apresentaram diferenças de expressão entre os três grupos clínicos avaliados. 

Interessante observar que estas moléculas, em especial NKG2C, apresentaram 

perfis de distribuição bastante semelhantes àqueles observados para o CD94 e, 

portanto, a expressão reduzida de CD94 observada nos pacientes coinfectados 

pôde ter restringido a expressão dos demais componentes dos dímeros. No entanto, 

uma expressão sutilmente reduzida pôde ser percebida para NKG2C nos pacientes 

infectados pelo HIV-1, em especial naqueles com TB ganglionar. Uma vez que este 

receptor tem sido relacionado ao perfil de memória das células NK (Gumá et al. 

2006), alterações mesmo sutis em sua expressão, bem como em seu heterodímero, 

podem significar um impacto importante na resposta imune inata nesses pacientes, 

vulnerabilizando ainda mais os mesmos. A análise de coexpressão destes 

receptores não pôde ser realizada em decorrência do painel de anticorpos 

monoclonais definido para o estudo, o qual não contemplou as três moléculas em 

um mesmo painel de avaliação. 

O marcador NKG2D, constitutivo em praticamente todas as células NK em 

repouso, reconhece alterações em células infectadas ou alteradas por tumores, 

resultando em sua ativação (Leal et al. 2017). Neste estudo, não foram observadas 

diferenças significativas de expressão de NKG2D entre os três grupos clínicos 

avaliados, embora medianas visualmente menores tenham sido observadas para os 

pacientes coinfectados. Estudos com controladores virêmicos têm associado o 

aumento de expressão de NKG2D à capacidade citolítica preservada das células NK 

nesses pacientes (Marras et al. 2013). Por outro lado, na IRIS, sua expressão 

reduzida foi associada a um perfil inibitório de mecanismo “feedback” de controle 

interno à reação (Pean et al. 2012). Portanto, essa molécula parece estar 

relacionada, tanto à função, quanto à regulação das células NK, podendo estar 

comprometida nos pacientes aqui avaliados.  

Os receptores pertencentes à família NCR também foram avaliados para os 

três grupos clínicos, incluindo a avaliação dos receptores de lectina tipo C, NKp30, 

NKp44 e NKp46, e da superfamília das Igs, NKp80. Os receptores NKp30, NKp44 e 

NKp46, são expressos exclusivamente pelas células NK, e enquanto as moléculas 

NKp30, NKp46 e NKp80 são expressas de forma constitutivas por estas células, o 
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receptor NKp44 somente é expresso por células NK ativadas (Vankayalapati et al. 

2005; Pegram et al. 2011).  

De acordo com o observado por De Maria et al. (2003), os receptores NKp30, 

NKp44 e NKp46 sofrem redução com a cronicidade da infecção pelo HIV. Pean et al. 

(2012), observaram também uma expressão inferior destes receptores em pacientes 

infectados pelo HIV-1, independente do acometimento por TB ou IRIS, quando 

comparados a indivíduos sadios. A mesma redução de expressão do receptor 

NKp46 foi observada para os pacientes infectados pelo HIV-1 com a forma pulmonar 

da TB avaliados neste estudo, quando comparados àqueles monoinfectados por 

Mtb. Embora não tenham sido estatisticamente significativas, frequências reduzidas 

de células NKp46+ também foram observadas para os pacientes com TB ganglionar, 

coinfectados. Para o receptor NKp30, no entanto, a distribuição de frequências 

apresentou-se de forma semelhante entre os três grupos clínicos avaliados. No 

entanto, uma tendência a valores mais elevados nos pacientes de TB 

monoinfectados pôde ser percebida. Por outro lado, diferente do observado em 

outros estudos, para o receptor NKp44, foram detectadas frequências de expressão 

significativamente maiores entre os participantes infectados pelo HIV-1, em relação 

aos monoinfectados por Mtb, este fato pode estar relacionado ao estado de ativação 

generalizado característico da infecção pelo HIV-1 e associado ao profundo 

comprometimento imunológico observado nesses pacientes, mais do que à ativação 

funcional das células NK per se.  

Em relação ao receptor NKp80, não foram observadas diferenças 

significativas de expressão entre os grupos avaliados. Num estudo realizado por 

Mavilio et al. (2003) também foi observado que a frequência de expressão do 

receptor NKp80 nas células NK era semelhante entre controles e participantes 

infectados pelo HIV-1, independente dos níveis de viremia. Pean et al. (2012) 

também não observaram diferenças estatísticas entre os pacientes HIV/TB e os 

grupos controles avaliados.  

Vankayalapati et al. (2005) avaliaram as células NK de indivíduos sadios após 

cultura com monócitos e macrófagos alveolares infectados pelo Mtb, detectando 

aumento da expressão dos receptores NKp30, NKp46 e NKG2D, o que demonstra 

que esses receptores possam ter participação na lise de células infectadas pela 

micobactéria. Frente a esses resultados e aos observados para os pacientes 
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avaliados no presente estudo, esses receptores podem estar falhando em ativar as 

células NK contra o Mtb frente à coinfecção pelo HIV-1.  

 O membro da superfamília Ig CD226 é expresso constitutivamente em cerca 

de 50% das células NK, e possui papel coestimulatório importante para essas 

células (Pegram et al. 2011). Interessante observar que, no presente estudo, uma 

expressão significativamente elevada de CD226 foi observada para os pacientes 

coinfectados pelo HIV-1, independente da apresentação clínica da TB, em relação a 

uma expressão aparentemente normal observada para aqueles monoinfectados. 

Dada a importância deste receptor na coestimulação e participação na sinapse 

imunológica de células NK, a expressão não comprometida deste receptor na 

coinfecção pelo HIV-1 pode representar um mecanismo compensatório para a 

ativação das células NK.  

O receptor CD85j é uma molécula inibitória expressa por células NK e seu 

mecanismo para controle da atividade destas células permanece desconhecido 

(Pegram et al. 2011). Já foi demonstrado que células NK expressando CD85j 

possuem habilidade para controlar a replicação do HIV-1 em DCs in vitro (Scott-

Algara et al. 2008). No presente estudo, observou-se uma ligeira redução na 

frequência de expressão desse receptor em pacientes coinfectados pelo HIV-1, mas 

que, contudo, não foi significativa em relação àqueles monoinfectados. No entanto, 

esta redução ainda pode impactar a regulação da resposta das células NK. 

O receptor CD244 é expresso por praticamente todas as células NK humanas 

(Mathew et al. 2009). Os sinais recebidos por esse receptor comportam-se de 

maneira ativadora ou inibitória, dependendo do estágio de maturação dessas 

células, o que lhe confere o posto de receptor multifuncional (Pegram et al. 2011). 

Diferentes estudos não observaram diferenças para a expressão do receptor CD244, 

entre pacientes infectados pelo HIV-1, coinfectados pelo HIV-1 com TB, 

monoinfectados pelo Mtb e indivíduos sadios (Mavilio et al. 2003; Pean et al. 2012). 

De modo semelhante, não foram observadas diferenças estatísticas entre os três 

grupos clínicos avaliados neste estudo. No entanto, para as três apresentações 

clínicas em questão, foram observados participantes com frequências de células 

positivas para o CD224 bastante reduzidas para um receptor de ampla expressão, o 

que remete a um quadro de imunossupressão para as células NK desses 

participantes.  
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As coexpressões dos receptores na superfície das células NK puderam ser 

avaliadas para algumas combinações de moléculas, considerando o painel de 

anticorpos monoclonais utilizado. Esta é uma análise interessante pois fornece 

informações adicionais sobre o perfil das células NK quanto à expressão simultânea 

de receptores, que podem ter ou não a mesma característica funcional.  Todas as 

diferenças significativas de frequência de expressão envolveram participantes com 

TB pulmonar, coinfectados ou não pelo HIV-1. As coexpressões CD226/CD158i 

(Ativação/Ativação), CD226/NKG2A (Ativação/Inibição), CD158i/CD161 

(Ativação/Inibição), CD158i/NKG2A (Ativação/Inibição) e CD158d/NKp44 

(Inibição/Ativação) foram mais frequentes entre os participantes coinfectados com 

TB pulmonar. Em contrapartida, a coexpressão NKp30/NK46 (Ativação/Ativação) foi 

significativamente menos frequente nesses participantes, quando comparada aos 

participantes com TB pulmonar monoinfectados. As demais coexpressões avaliadas 

não apresentaram diferenças estatísticas. Embora a maioria dessas combinações de 

receptores represente um potencial de ativação, a baixa expressão de uma molécula 

como CD69, por exemplo, indica que o processo de ativação não está acontecendo 

de fato nessas células. 

No geral, o repertório de receptores de células NK avaliado não apresentou 

diferenças significativas que pudessem caracterizar um perfil mais ou menos inibidor 

ou de ativação para essas células, e que demonstrasse melhor o papel potencial das 

mesmas na manifestação ganglionar da TB em participantes coinfectados pelo HIV-

1. Esse cenário pode ser visualizado na figura 30, a qual apresenta uma compilação 

das frequências de expressão das moléculas avaliadas para o repertório e células 

NK, para os participantes clinicamente distintos. 

 Isso demonstra que esse compartimento celular da imunidade inata possa de 

fato ter sido bastante afetado pela imunossupressão relacionada à infecção pelo 

HIV, bem como pela própria TB. De fato, Pean et al. (2012) levantaram a hipótese 

de que pacientes que desenvolvem IRIS durante a cART possuam uma resposta 

imune inata mais potente contra células infectadas pelo Mtb, como sugerido pela 

atividade citotóxica elevada de suas células NK, antes do início da terapia. Ao longo 

do projeto principal do qual este estudo faz parte, nenhum caso de IRIS foi 

detectado entre os participantes com TB (pulmonar ou extrapulmonar) coinfectados 

pelo HIV-1 durante a cART, remetendo a uma imunidade inata prévia 
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desestruturada. Corroboram com esta hipótese os dados referentes à avaliação 

funcional das células Nk, discutidos ao final deste capítulo. 

 

 

Figura 30. Heat map representativo da expressão individual de cada receptor pelas células NK, 
nos três grupos de pacientes clinicamente distintos. 
O espectro de cores varia do verde intenso para o vermelho intenso, passando pelo amarelo e 
laranja, respectivamente em função das frequências de expressão menores para maiores, 
detectadas para os indivíduos infectados pelo HIV-1 com TB extrapulmonar (HIV-TBEP), 
infectados pelo HIV-1 com TB pulmonar (HIV-TBP), e monoinfectados pelo Mtb, com TB pulmonar 
(TBP). 

 

Além disso, o número reduzido de participantes coinfectados pelo HIV-1 com 

TB ganglionar incluídos no grupo clínico principal do estudo, pode ter atuado como 

um fator limitador dos resultados observados. 

Em paralelo às células NK, as células NKT, componentes efetores da 

interface entre as imunidades inata e adquirida, também foram avaliadas no 

presente estudo, quanto à participação na imunopatogênese da forma ganglionar da 

TB. Estas células apresentam fenótipo parcialmente ativado e respondem 

rapidamente a infecções, sendo capazes de modular o perfil de outras células do 

sistema imunológico (Sada-Ovalle et al. 2008). Além disso, possuem receptores 

característicos dos linfócitos T convencionais e das células NK.  
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A associação entre as células NKT e as doenças pode ser classificada em 

três categorias. Na primeira, alterações nas células NKT (funcionais ou quantitativas) 

podem comprometer a regulação imune e aumentar a predisposição à afecções e 

infecções (Swann et al. 2007; Wu & Van Kaer 2009). Na segunda, as NKT são 

numérica e funcionalmente competentes, mas desenvolvem uma resposta imune 

patogênica que contribui com o desenvolvimento da doença (Balato et al. 2009). Na 

terceira, a estimulação da função NKT pode ser benéfica para a resolução da 

morbidade (Wu et al. 2009).  

Na infecção pelo HIV-1, observa-se uma redução quantitativa dessas células 

ainda na fase aguda, o que certamente colabora para a progressão para a fase 

crônica da infecção (Fernandez et al. 2014) e, por isso, identifica-se aqui uma 

categoria II para a associação da NKT com a infecção. Já na TB, é possível 

estabelecer uma associação com qualquer uma das três categorias, uma vez que a 

literatura mostra redução dessas células associada à TB ativa e sugere sua ativação 

na infecção pelo Mtb, a qual pode ser imunogênica ou imunopatogênica (Montoya et 

al. 2008; Sutherland et al., 2009). Como seria, então, essa classificação frente a 

coinfecção HIV/Mtb, ainda não foi elucidado. 

A avaliação das células NKT totais no presente estudo demonstrou 

frequências semelhantes entre os participantes avaliados, sem diferenças 

estatísticas significativas observadas. As células iNKT ou tipo I, invariantes para a 

expressão do segmento Vα24Jα18, foram também avaliadas. Para os três grupos 

clínicos incluídos, foi observada uma tendência a frequência reduzida das células 

iNKT nos participantes coinfectados pelo HIV-1 com apresentação ganglionar da TB, 

em relação aos demais participantes, embora sem diferença estatística significativa. 

Portanto, a infecção pelo HIV-1 não parece impactar a frequência das células 

NKT/iNKT de pacientes com TB. Essa redução aparente observada para os 

pacientes com TB ganglionar poderia estar associada ao desfecho extrapulmonar da 

TB, mas a ausência de significância estatística, provavelmente pelo número 

reduzido de amostras avaliadas, não permite maiores conclusões.  

Por outro lado, os participantes coinfectados pelo HIV-1 demonstraram uma 

frequência maior de expressão de células CD161+/CD69+, indicando um perfil iNKT 

ativado e possivelmente comprometido com a produção de IL-17 nesses 

participantes. A IL-17 é, por natureza, um mediador inflamatório e a expressão de 
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CD161 por células iNKT está associada à secreção de IL-17 por essas células (Ito & 

Seishima 2010; Moreira-Teixeira et al. 2011). No entanto, o desenvolvimento deste 

perfil de secreção é dependente de um ambiente inflamatório, com a presença de 

TGF-β, IL-1β e IL-23 (Moreira-Teixeira et al. 2011). Portanto, para os pacientes 

avaliados, a produção de IL-17 pelas células iNKT CD161+ ativadas, dependerá do 

perfil do ambiente onde essas células foram ativadas, provavelmente dos pulmões e 

nódulos linfáticos.  

Baseado na expressão das moléculas CD4 e CD8, as células iNKT podem ser 

classificadas em quatro subpopulações, sendo as subpopulações CD4+/CD8- e 

duplo-negativas as mais frequentes em indivíduos sadios (Montoya et al. 2007). As 

quatro subpopulações foram detectadas para os três grupos clínicos estudados, e 

diferença estatística significativa foi observada para a frequência da subpopulação 

duplo-positiva, aumentada nos pacientes com TB pulmonar coinfectados pelo HIV-1 

em relação aos não coinfectados pelo HIV-1. Embora uma frequência 

aparentemente superior da subpopulação CD4-/CD8+ tenha sido observada nos 

pacientes monoinfectados, e o mesmo para a população duplo-negativa para 

aqueles com TB ganglionar coinfectados, estas variações não apresentaram 

diferenças estatísticas significativas. Chama a atenção a presença das células 

CD4+/CD8+ em nossa coorte, uma vez que não são observadas em indivíduos 

sadios (Montoya et al. 2007) e potenciais alvos para a infecção pelo HIV-1, nesses 

pacientes em estágio avançado da infecção, o que pode indicar células iNKT com 

perfil imaturo.  

Por sua vez, células iNKT CD4+ demonstraram um perfil significativamente 

mais ativado, ou maior expressão de CD69, nos pacientes coinfectados com TB 

pulmonar, em relação àqueles Mtb-monoinfectados. Para as células iNKT CD8+, 

essa ativação significativa foi observada para todos os pacientes coinfectados pelo 

HIV-1, em relação ao grupo monoinfectado. Esses dados demonstram que, ainda 

que a frequência de células iNKT circulantes no sangue periférico tenha sido 

semelhante entre os três grupos, as células iNKT daqueles participantes infectados 

pelo HIV-1 apresentavam-se mais ativadas. 

Ainda que as células CD161+ possam produzir citocinas do tipo Th1 e Th2, 

esse marcador é considerado próprio de células com perfil Th17 (Maggi et al. 2010). 

Entretanto, a capacidade de produzir IL-17 é depende do ambiente inflamatório de 
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ativação dessas células (Moreira-Teixeira et al. 2011). Entre os grupos clínicos 

avaliados, a proporção de células CD161+ não foi significativamente diferente para 

as subpopulações CD4+ ou CD8+.  

De um modo geral, um desgaste do compartimento de células iNKT foi 

observado neste estudo, principalmente em decorrência da infecção pelo HIV-1, 

certamente relacionado ao processo de ativação associado à essa infecção e ao 

ambiente inflamatório, embora um perfil sugestivo de Th17 tenha sido observado 

para essas células nestes pacientes.   

Por fim, as células T γδ também foram avaliadas no presente trabalho. Em 

contraposto às células T αβ convencionais, esses linfócitos inatos são capazes de 

alterar seu estado de repouso para ativação rapidamente ao encontrarem uma 

diversidade de patógenos, entre eles o Mtb (Zhang & Sugawara 2012).  

Em estudo realizado por Bourgarit et al. (2009), nenhuma diferença foi 

detectada quanto à frequência de células T γδ circulantes entre pacientes HIV/TB, 

com e sem manifestações de IRIS. Carvalho et al. (2002), ao compararem amostras 

de pacientes com TB coinfectados pelo HIV-1, indivíduos monoinfectados pelo HIV-1 

e doadores sadios, foram capazes de identificar frequências menores de células T 

γδ circulantes nos grupos infectados pelo HIV-1. Entretanto, no presente estudo, 

foram observadas frequências significativamente menores de células T γδ em 

participantes coinfectados e com a forma ganglionar de TB, quando comparados 

àqueles com a forma pulmonar da TB. Essa observação vai de encontro à hipótese 

do presente estudo, sobre a participação das células da imunidade inata na 

imunopatogênese da manifestação ganglionar da TB extrapulmonar em participantes 

coinfectados HIV-1/Mtb. É evidente que esta informação é muito vaga, e a presença 

reduzida das células T γδ em participantes coinfectados com TB ganglionar pode ser 

uma consequência e não uma causa para esta manifestação clínica da TB. Além 

disso, o pequeno número de pacientes recrutados para esse grupo certamente é um 

fator limitante para achados mais robustos, mas a infecção pelo HIV-1 pode não ter 

sido o único fator a impactar a distribuição desta população celular. No entanto, a 

restrição quantitativa destas células não deve ser ignorada, mas considerada para a 

patogênese da TB ganglionar, e mais estudos devem ser conduzidos nesse 

contexto.  
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Zhang et al. (2006) observaram que a proliferação de células T γδ parece 

relacionada ao percentual de células NK CD56+ e que, apesar do IFN-γ ser uma 

citocina de extrema importância para a ativação de outras células do sistema imune, 

sua produção não apresenta impacto na expansão das células T γδ. Em outras 

palavras, as células NK podem interferir com a expansão da população de células T 

γδ, ainda que na ausência de IFN-γ. Alterações nas células NK podem, portanto, 

funcionar como um pano de fundo para as alterações das células T γδ. Portanto, 

esta observação torna as alterações detectadas para as células NK um fator 

importante a ser considerado às restrições observada para as células T γδ.  

A coexpressão dos receptores CD158b1,b2,j/NKp46, CD158a/NKG2D, 

CD158b1,b2/CD69 e NKp46/CD69 pelas células T γδ foi avaliada dentre os 

diferentes grupos clínicos incluídos no estudo. Como resultado, as principais 

diferenças foram observadas entre os pacientes com TB, coinfectados pelo HIV-1 ou 

Mtb-monoinfectados, sempre com os primeiros apresentando maiores frequências 

de coexpressão. No entanto, nenhum perfil diferenciado foi observado para os 

pacientes coinfectados com TB ganglionar. 

Em estudo realizado por Christopoulos et al. (2016), a circulação da 

subpopulação de células T γδ Vδ2+ demonstrou-se reduzida em participantes 

imunossuprimidos, quando comparados a indivíduos adultos sadios. Adicionalmente, 

Carvalho et al. (2002) observaram redução da subpopulação Vδ2+ em participantes 

coinfectados pelo HIV-1, independente da forma clínica de TB, em relação aos 

indivíduos sadios. Igualmente, Poles et al. (2003) associaram a redução de células T 

γδ Vδ2+ periféricas à infecção pelo HIV-1. Além disso, Soriano-Sarabia et al. (2015) 

observaram que as células T γδ Vδ2+ são passíveis de serem infectadas pelo HIV-1, 

uma vez que expressam constitutivamente a molécula de CD4 em níveis reduzidos, 

atuando como um reservatório durante a latência da infecção viral. Essa redução da 

frequência de células T γδ Vδ2+ causa uma inversão na razão Vδ1/Vδ2 nos 

indivíduos infectados pelo HIV-1, passando as células Vδ1+ a serem mais frequentes 

na periferia (Autran et al. 1989). Em concordância com o descrito na literatura, 

menores frequências de células T γδ Vδ2+ foram observadas para os pacientes 

infectados pelo HIV-1, independente da apresentação clínica da TB, em relação aos 

participantes Mtb-monoinfectados. Juntos, esses dados demonstram que, ainda que 

a infecção pelo HIV-1 per se possa não ter impactado diretamente a frequência de 

células T γδ totais, uma perturbação nesse compartimento celular foi observada, 
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baseada na frequência alterada da subpopulação Vδ2+, que ocorre, possivelmente, 

pela infecção dessas células em particular pelo HIV-1. 

Foram observadas frequências ainda maiores de expressões dos receptores 

NKp46, no compartimento Vδ2+, e NKG2D, para ambas subpopulações Vδ2+ e Vδ2, 

entre os pacientes coinfectados com TB pulmonar, em relação àqueles Mtb-

monoinfectados. Já o marcador de ativação CD69 demonstrou frequência superior 

de expressão nos grupos HIV-TBEP e HIV-TB em relação ao grupo TBP, para as 

duas subpopulações de células T γδ analisadas. Isto demonstra que, independente 

da frequência de circulação dessa subpopulação, as células tornam-se ativadas em 

função da infecção pelo HIV-1. 

Bourgarit et al. (2009) observaram frequências menores de expressão dos 

receptores CD158a,h e CD158b pelas células T γδ Vδ2+ de participantes 

soropositivos para o HIV-1, que posteriormente desenvolveram episódios de IRIS. 

Entretanto, no presente estudo, não foi possível detectar diferenças significativas 

para a frequência de células T γδ Vδ2+ CD158a,h+ ou CD158b+, de modo a 

possibilitar qualquer associação com a manifestação ganglionar da TB. 

Finalmente, foram avaliadas as coexpressões de receptores nas 

subpopulações Vδ2+ e Vδ2-. Contudo, apenas a coexpressão CD158b1,b2,j/NKp46 

pelas células Vδ2+, apresentou diferenças estatísticas, sendo significativamente 

maior na TB pulmonar frente à coinfecção pelo HIV-1.  

Alterações importantes foram observadas ex vivo para a população de células 

T γδ, que podem de fato estar relacionadas à manifestação ganglionar de TBEP. 

Ainda que tenham sido observadas alterações na frequência de células NK 

totais entre os grupos clínicos estudados, sua análise fenotípica é insuficiente para 

definir as condições de funcionalidade das mesmas. Desse modo, o perfil citotóxico 

das células NK também foi investigado no presente estudo. Até o presente 

momento, é desconhecido se alterações na função ou no perfil de receptores 

expressos pelas células NK são capazes de proporcionar disseminação do agente 

causador da TB para sítios extrapulmonares. 

Inicialmente, foi avaliada a frequência de células NK nas PBMCs dos três 

grupos clínicos estudados. As células NK demonstraram distribuição semelhante 
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entre os indivíduos clinicamente distintos. Entretanto, perfis de distribuição das 

frequências in vitro foram distintos daqueles inicialmente observados nas análises ex 

vivo. Diversos fatores podem ser responsáveis por esta diferença, como: a) a 

escolha dos fluorocromos acoplados aos anticorpos específicos utilizados para a 

definição das populações CD3-/CD16+/CD56+ em cada ensaio; b) a coleta com 

anticoagulante EDTA ou heparina, de acordo com o objetivo de cada amostra, se 

para avaliação do repertório ou funcional; c) as diferenças metodológicas 

empregadas entre ambas as avaliações, que incluiu a separação das PBMCs 

através de gradiente de densidade, das demais populações sanguíneas, para a 

avaliação in vitro, além da realização de cultura “overnight”; e d) a proliferação das 

células NK in vitro podem também ter colaborado para as diferenças observadas, 

em especial para as células dos pacientes coinfectados pelo HIV-1. 

De modo geral, as células NK dos três grupos clínicos distintos foram capazes 

de promover resposta imune de função citotóxica frente ao estímulo com a linhagem 

celular K562. No entanto, ao serem analisadas as frequências de células em 

degranulação após o estimulo, estas não apresentaram diferenças significativas 

entre os pacientes avaliados, sendo observada apenas uma tendência de redução 

na sua frequência para os pacientes com TB pulmonar monoinfectados, em relação 

aos demais. Pean et al. (2012) também avaliaram a capacidade de degranulação 

das células NK na associação HIV/TB e observaram que as células NK dos 

pacientes com IRIS apresentavam uma frequência de degranulação 

significativamente maior do que as células daqueles pacientes HIV/TB que não 

apresentaram a reação paradoxal.  

Esse estudo, como previamente discutido, levantou a hipótese de que a 

presença de uma imunidade inata preservada frente ao Mtb antes da submissão à 

cART estaria envolvida no desenvolvimento da IRIS. Uma vez que a cART 

reconstitui a resposta imune dos pacientes, a presença de uma imunidade inata 

funcional, com células NK com significativo potencial degranulatório, poderia 

eficientemente participar da ativação das células da resposta imune adaptativa, que 

por sua vez possui papel de destaque no desenvolvimento da IRIS (Pean et al. 

2012). No contexto do presente estudo, a degranulação restrita observada para as 

células NK, compatível com uma função mais comprometida dessas células, em 

conjunto com as restrições do repertório observadas, poderiam também ser 
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associadas à ausência de casos de IRIS entre os pacientes estudados, observada 

no âmbito do projeto principal (dados não apresentados).   

Embora grande parte do aspecto funcional das células NK na defesa contra 

células tumorais esteja associado à sua capacidade citotóxica, a produção de 

citocinas também possui seu papel de destaque quanto à modulação do perfil da 

resposta imune na defesa contra agentes patogênicos (Choreno Parra et al. 2017). A 

capacidade de produção de citocinas pró-inflamatórias pelas células NK, 

necessárias à ativação de macrófagos contra o Mtb, também foi investigada. 

Após estímulo com células K562, não foram observadas diferenças 

significativas para uma produção de IFN-γ ou TNF entre os grupos clínicos 

avaliados. No entanto, a produção de TNF apresentou tendência à redução em 

participantes infectados pelo HIV-1. Além disso, para as células duplo funcionais, 

capazes de produzir citocinas e liberar grânulos citotóxicos, nenhuma diferença 

estatística também pôde ser observada. Os dados encontrados na literatura a 

respeito da produção dessas citocinas são controversos. Pean et al. (2012), 

avaliaram a produção de IFN-γ pelas células NK entre pacientes infectados pelo 

HIV-1 com TB que apresentavam manifestações de IRIS ou não, e nenhuma 

diferença foi observada. Ainda, Mavilio et al. (2003) observaram produção reduzida 

de IFN-γ pelas células NK de pacientes virêmicos infectados pelo HIV-1, em relação 

àqueles avirêmicos. Em contrapartida, Alter et al. (2004) observaram produção 

elevada de IFN-γ e TNF pelas células NK obtidas de participantes soropositivos para 

o HIV-1 e virêmicos, em detrimento daqueles avirêmicos. Tomados juntos, esses 

dados levam a crer que a produção de IFN-γ e TNF possa estar sendo impactada 

pelas duas morbidades nos indivíduos incluídos em nosso estudo.  

Em suma, não foram observadas alterações no perfil de receptores expressos 

pelas células NK dos participantes coinfectados pelo HIV-1 e com TB ganglionar, em 

relação àqueles coinfectados com manifestação pulmonar da TB, que permitisse a 

este estudo identificar sua participação na imunopatogenia e desfecho da TBEP. No 

entanto, é importante frisar que o número reduzido de indivíduos incluídos neste 

grupo clínico específico possa ter atuado como fator limitante aos resultados 

alcançados. As células iNKT parecem ter uma participação na imunopatogenia da 

coinfecção, mas não no desfecho de TB, uma vez que frequências superiores de 

células iNKT com perfil NKT17 ativado foi observado entre os participantes com TB 
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não infectados pelo HIV-1. Porém, para as células T γδ, a diferença de frequências 

observadas entre esses dois grupos clínicos fortalece nossa hipótese quanto à 

participação das células da imunidade inata na manifestação extrapulmonar da TB. 

Essa alteração, entretanto, pode ser tanto causa como consequência do 

estabelecimento do sítio extrapulmonar da infecção. Portanto, análises mais 

detalhadas quanto a função dessas células são necessárias, além da avaliação de 

outras formas extrapulmonares da doença, incluindo análises in situ, e envolvendo 

um número maior de casos serão necessários para que as observações realizadas 

nesse estudo sejam de fato conclusivas. 

A impossibilidade da coleta de tecido ganglionar deixa uma lacuna a ser 

preenchida em nosso estudo. Esta avaliação poderia oferecer maiores 

esclarecimentos sobre o escape do Mtb do sítio pulmonar, bem como sobre a 

apresentação ganglionar de tuberculose, ou ainda, a identificação de um 

biomarcador poderia auxiliar no diagnóstico e manejo clínico dos indivíduos com 

HIV/TB. 

 É de extrema importância considerarmos outros fatores que possam 

promover impacto ao desfecho da TB em pacientes coinfectados pelo HIV-1. 

Recentemente, diversos estudos vêm associando mudanças ocorridas na microbiota 

pulmonar para o desenvolvimento da TB (Cervantes 2017). Em condições 

saudáveis, é observado o equilíbrio entre a microbiota e a resposta imune do 

hospedeiro, promovendo educação e modulação do sistema imunológico. 

Entretanto, fatores como diabetes, mal nutrição, idade e morbidades, são capazes 

de promover a disbiose e desenvolver inflamação (Hong et al. 2016). A infecção pelo 

HIV-1 promove depleção das células T CD4+, além de células da imunidade inata 

importantes na apresentação de antígenos, como DCs e macrófagos. Durante os 

primeiros anos de infecção pelo HIV-1, o GALT, que detém cerca de 60% das 

células T CD4+ de um indivíduo, é o mais afetado pela imunossupressão, resultando 

no aumento da permeabilidade da barreira intestinal e na translocação microbiana 

(Nwosu et al. 2014). De fato, a ativação persistente do sistema imunológico, 

resultante da infecção pelo HIV-1, é capaz de promover disbiose no intestino 

humano (Nwosu et al. 2014). Contudo, uma conexão entre a composição da 

microbiota de diferentes órgãos já foi observada. Em outras palavras, a alteração da 

microbiota de determinado sítio do organismo é capaz de influenciar no arranjo da 

microbiota de outro (Hauptmann & Schaible 2016). Já foi demonstrado que o 
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intestino, maior abrigo de bactérias comensais do organismo, é capaz de impactar a 

resposta inflamatória no pulmão (Cervantes 2017). 

Desse modo, alterações das microbiotas intestinal e pulmonar podem 

impactar as apresentações extrapulmonares de TB em participantes infectados pelo 

HIV-1, interferindo com a resposta imune inata. Seria a composição da microbiota 

pulmonar daqueles indivíduos que apresentam a forma extrapulmonar de TB, 

diferente daqueles que apresentam a forma pulmonar, de forma a permitir o escape 

do patógeno? Ainda, até que ponto a composição da microbiota intestinal é capaz de 

influenciar o desfecho da TBEP? Estudos futuros serão necessários para elucidar 

tais questões. 
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6 PERSPECTIVAS 

Com a finalidade de dar continuidade ao presente estudo, e aprimorar os 

resultados obtidos, será realizada a avaliação da Média de Intensidade de 

Fluorescência (MIF) de cada um dos receptores avaliados para as células NK, iNKT 

e T γδ, entre os grupos estudados. 

O recrutamento de participante infectados pelo HIV-1 com TBEP será 

mantido, com o intuito de aumentar o número de participantes com TB ganglionar, a 

inclusão de outras formas clínicas de TB extrapulmonar, e especialmente, com a 

finalidade de inclusão de amostras de biópsias ganglionares, permitindo uma 

comparação entre análises ex vivo e in situ. Uma maior inclusão fornecerá um 

resultado mais robusto, com foco especial para análises das células T γδ e seu 

envolvimento na imunopatogênese da manifestação das formas extrapulmonares de 

TB em participantes infectados pelo HIV-1. 
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7 CONCLUSÃO 

Com base nos resultados encontrados neste estudo, foi possível concluir que: 

 A infecção crônica pelo HIV-1 impacta o compartimento de células NK, 

promovendo redução na frequência dessas células em pacientes com TB; 

 Para as moléculas avaliadas em células NK, nenhuma caracterização de 

expressão de receptores com perfil ativador ou inibitório pôde ser observada nos 

grupos clínicos incluídos neste estudo. Portanto, a apresentação ganglionar de 

tuberculose nos indivíduos infectados pelo HIV-1 não pôde ser associada a um 

perfil específico de células NK;  

 Não foram observadas alterações quantitativas para as células iNKT nos 

participantes HIV/TB, mas um perfil ativado e de células NKT17 foi identificado 

para esses participantes, sugerindo a participação das células iNKT na 

patogênese da coinfecção HIV/Mtb; 

 As células T γδ apresentaram frequência reduzida nos participantes 

infectados pelo HIV-1, com apresentação ganglionar de TB, sugerindo 

participação dessas células no desfecho clínico de TB; 

 O perfil funcional das células NK demonstrou-se indiferente entre os grupos 

avaliados, o que sugere a um processo de deficiência estabelecido para essas 

células tanto na associação HIV/TB como na infecção pelo Mtb; 

 Com exceção da alteração observada para as células T γδ, as demais 

diferenças observadas para as células imunes inatas avaliadas foram 

consequência da infecção pelo HIV-1 e não se relacionaram à apresentação 

clínica da TB. 
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9 ANEXOS 

9.1 Anexo I – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para 

Portadores de HIV e Tuberculose 

 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para portadores de HIV e 

Tuberculose. 

Título do projeto: Caracterização da imunidade inata e biomarcadores 

em pacientescoinfectados com TB/HIV 

 

INTRODUÇÃO.   

Você está sendo convidado a participar deste estudo porque você tem o HIV e esta 

recebendo tratamento para Tuberculose (TB). Também estamos convidando um grupo de 

pacientes que são infectados apenas pelo HIV, mas sem Tuberculose e um grupo de 

participantes saudáveis que não tem o HIV ou a Tuberculose.  

O Hospital Geral de Nova Iguaçu (HGNI), o Laboratório de AIDS e Imunologia Molecular 

(IOC), o Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas (IPEC) e o Instituto Pasteur de 

Paris/França estão trabalhando juntos neste estudo. Por favor, você tem tempo para tomar 

sua decisão. Converse com sua família e amigos sobre isto. 

 

PORQUE ESTE ESTUDO ESTÁ SENDO REALIZADO? 

A coinfecção HIV/Tuberculose (TB) representa enorme desafio científico e de saúde pública, 

emborao uso de medicamentos para o HIV (antirretrovirais), usados durante o tratamento da 

tuberculose, melhore a sobrevida dos pacientes, particularmente, por restaurar sua 

capacidade de reagir às infecções. 

O uso simultâneo de antirretrovirais e medicamentos antituberculose não são de fácil 

administração e manejo devido àsinteraçõesmedicamentosase/ou ao aparecimento de 

sinais e sintomas de inflamação relacionados com a melhora na capacidade do corpo de se 

defender das doenças.  Esses sinais e sintomas que às vezes acontecem em alguns 

pacientes são conhecidos pelo nome “IRIS”.  

Os fatores clínicos e laboratoriais associados ao início da IRIS ainda não são claramente 

compreendidos. Na verdade, vários estudos têm demonstrado reações que aparecem no 

decorrer da melhora das defesas do organismo em pacientes de TB com infecção por HIV, 

caracterizadas pela resposta exagerada do corpo as infecções, levando ao aparecimento de 

gânglios, fístula dos gânglios e fenômenos de compressão que podem, por vezes, levar a 

morte. . 
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A compreensão da origem dessas reações e a identificação de testes laboratoriais são de 

relevância paraa melhoria do tratamento clínico.O objetivo deste estudo é determinar o 

envolvimento das respostas de defesa inicial do organismo e identificação de testes de 

laboratório associados ao início dessas inflamações em pacientes com TB que estão 

fazendo uso de terapia antirretroviral. 

 

QUANTAS PESSOAS VÃO PARTICIPAR DESTE ESTUDO? 

Cento e setenta e cinco pessoas serão convidadas a participar deste estudo e serão 

recrutadas como segue: 

 

 100 participantes com infecção pelo HIV e com TB 
 Até 25 pacientes com infecção pelo HIV, mas que não tenham tuberculose.  
 Até 25 pacientes com TB, mas que não sejam infectados pelo HIV. 
 Até 25controles participarão deste estudo Os controles serãopessoas escolhidas 

aleatoriamente (como jogar uma moeda), que não têm a infecção pelo HIV ou a 
tuberculose e não está apresentandoqualquer sinal ou sintoma.Os controles nos 
ajudarão a entender o porquê alguns participantes não desenvolvem sintomas de 
IRIS enquanto recebem tratamento para TB. 

 

DE QUANTO TEMPO SERÁ MINHA PARTICIPAÇÃO NO ESTUDO? 

Os participantes com HIV e TBdeverão vir ao centro de estudos mensalmentee coletar 50 ml 

de sangue, o equivalente a duas colheres de sopa de sangue, nos seguintes momentos: 

quando o diagnóstico de tuberculose for feito, no dia em que os medicamentos anti-HIV 

forem iniciados, e nas semanas 4, 8 e 12 após o início dos medicamentos anti-HIV. A visita 

durará 90 minutos. 

Os participantes que apresentem somente HIV ou tuberculose deverão vir ao centro de 

estudos mensalmente, conforme cronograma do seu médico, e serão submetidos a coleta 

de sangue (50 ml), o equivalente a duas colheres de sopa de sangue, duas vezes durante o 

acompanhamento.  

Para os controles, apenas uma visita será necessário e irá durar apenas 30 minutos. A 

quantidade total de sangue coletada será de 50 ml, o equivalente a duas colheres de sopa 

de sangue.  

  

O QUE ESTÁ ENVOLVIDO NO ESTUDO? 

Se você tem HIV e TB, você deverá tomar seus medicamentos de acordo com a orientação 

do seu médico. Após cada visita, o seu sangue será enviado ao Laboratório de AIDS e 

Imunologia Molecular da FIOCRUZ, ondeserá realizada a análise das células de defesa 

imunológicas inatas.Os resultados destesexamesnão irão afetar o seu tratamento 

datuberculosede forma alguma.Eles serão usados apenas para comparação com os 

resultados do sangue dospacientesque tiverem apenas HIV ou somente tuberculose, ou 

ainda apenas com os dos controles.Você não precisa estar em jejum para coletar as 

amostras de sangue.  
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 QUAIS SÃO OS RISCOS DO ESTUDO? 

Existem alguns pequenos riscos de se ter sangue coletado. Estes incluem uma rápida dor a 

partir da picada da agulha, hematomas, sangramento, tontura e, raramente, infecção onde a 

agulha entra na veia. 

  

BENEFÍCIOS. 

Não há benefícios diretos para você por fazer parte deste estudo.  Sua participação nesta 

pesquisa vai nos ajudar a aprender mais sobre como tratar a infecção tuberculosa latente 

com segurança. 

  
CONFIDENCIALIDADE. 
Iremos verificar seus registros médicos para obter informações para o estudo. Nós não 
usaremos o seu nome em qualquer documento relacionado ao estudo. Seu nome não será 
enviado para o centro de dados do estudo. Aagência francesa de pesquisa (ANRS) e os 
monitores do estudo nos centros realizadores da pesquisatambém podem verificar seus 

registros.Entretanto, manteremos todas as informações de seus registros médicos 

confidenciais.  

 
 
CUSTOS E PAGAMENTO POR SUA PARTICIPAÇÃO NO ESTUDO. 

 Não há custo para você para estar no estudo. Você não terá que pagar para quaisquer 

exames que são parte deste estudo. Você será reembolsado dos custos de transporte e 

receberá um leve café da manhã, após cada visita ao centro. 

  

DIREITO DE RECUSA OU DESISTÊNCIA. 

A participação neste estudo é voluntária. Se você preferir não participar, isso não vai alterar 

seus cuidados médicos regulares.Se você decidir participar do estudo, você poderá desistir 

a qualquer momento, sem alterar a assistência médica que você recebe. Se uma nova e 

importante informação surgir e, se isso puder mudar sua decisão de participar do estudo, 

por favor, nos avise. 

  

TRATAMENTO ALTERNATIVO. 

Se você optar por não participar deste estudo, você ainda receberá tratamento para a TB 

como parte da rotina padrão de cuidados para pacientes em tratamento de tuberculose, de 

acordo com as diretrizes brasileiras para tratamento da tuberculose. 

  

Armazenamento das Amostras: 
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Você será solicitado a dar sua permissão para que algumas amostras que o médico ou 

enfermeiro coletarem sejam armazenadas no laboratório de AIDS e Imunologia 

molecular/Fiocruz/IOC até que todos os dados e resultados do estudo tenham sido 

publicados. O seu nome não será colocado nessas amostras, somente um número especial 

do estudo. Os responsáveis pelo laboratório não saberão o seu nome. 

 

Por que o armazenamento é necessário? 

Os pesquisadores podem obter muitas informações a partir de um estudo, mas no decorrer 

do estudo, os exames utilizados podem ser aprimorados e novos exames são desenvolvidos 

e, com isso, torna-se possível obter mais informações com esses exames melhores ou 

completamente novos. Além disso, pode ser necessário analisar novamente uma amostra 

de sangue, caso os resultados não estejam satisfatórios e conclusivos. Quando os 

voluntários de um estudo autorizam que amostras sejam armazenadas em um laboratório e 

usadas para os pesquisadores realizarem exames e/ou reanálise das suas amostras após a 

conclusão da sua participação no estudo, os pesquisadores podem obter novas informações 

importantes. Os seus direitos e a privacidade serão respeitados sempre.  

 

Como a minha privacidade será protegida? 

O único registro de que você participou deste estudo encontra-se na clínica, onde é mantido 

em separado dos registros médicos. O registro está trancado. 

O seu nome não será colocado nas amostras no laboratório. As amostras só terão um 

código especial do estudo. Esse código será o mesmo que consta das suas informações no 

estudo, coletadas nas entrevistas e nos exames. As informações coletadas durante o estudo 

poderão ser usadas para outra pesquisa relacionada com o HIV/TB caso haja aprovação 

pelo Sistema CEP/CONEP do Brasil. 

 

Autorização para armazenar as amostras biológicas no laboratório: 

Todos os estudos a serem feitos com as amostras armazenadas no laboratório terão as 

finalidades específicas com as quais você concordou. Todos os estudos com previsão de 

uso das amostras deste estudo passarão por uma análise, para assegurar que o projeto 

corresponde ao mesmo tipo de pesquisa com o qual você concordou. Se o estudo a ser 

realizado envolver exames diferentes daqueles com os quais você concordou, o comitê 

determinará se será necessário obter autorização sua para o novo estudo. Comunique à 

equipe responsável sempre que quiser receber os resultados do estudo. 

As pessoas sempre têm o direito de encerrar sua participação em pesquisas. Portanto, se 

você decidir que não quer que os pesquisadores usem as amostras armazenadas no 

laboratório, bastará entrar em contato com a equipe da clínica. A equipe informará aos 

responsáveis pelo laboratório que as amostras com o código de estudo associado aoseu 

nome na clínica não devem ser utilizadas. Essas amostras podem ser removidas do 

laboratório e destruídas se você pedir que isso seja feito.  
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Por favor, marque um X para indicar se você aceita ou não que suas amostras sejam 

armazenadas. 

 

Autorização para o uso das amostras armazenadas para os fins estabelecidos na seção 

anterior. 

 

(   ) Eu autorizo o armazenamento             (   ) Eu não autorizo o armazenamento 

 

PESSOAS PARA CONTATO. 

Se você tiver dúvidas sobre esta pesquisa entre em contato com o pesquisador Dr. José 

Henrique Pilotto no Instituto Oswaldo Cruz, pelo telefone 8182-9797, a cobrar, em qualquer 

horário, de segunda a segunda feira, inclusive nos finais de semana e feriados.Se você tiver 

dúvidas sobre seus direitos como sujeito da pesquisa e está participando do estudo no 

HGNI, entre em contato como Dr. Luís Henrique Claro, coordenador do Comitê de Ética em 

pesquisa do Hospital Geral de Nova Iguaçu pelo telefone 3779-9999, de segunda a sexta 

feira, das 08:00 as 17:00h. Se você está participando do estudo no Instituto de Pesquisa 

Clínica Evandro Chagas- IPEC, ligue para a Dra. Maria Regina Amendoeira coordenadora 

adjunta do Comitê de Ética em Pesquisa da Fiocruz/Instituto Oswaldo Cruz, no telefone 

2561-4815, de segunda a sexta feira, das 08;00 as 17:00. 
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 DECLARAÇÃO DE CONSENTIMENTO. 

A minha assinatura abaixo indica que eu concordo em participar deste estudo. Eu tive a 
oportunidade de fazer perguntas. Eu sinto que minhas perguntas foram todas respondidas. 
Reconheço que participar deste estudo é a minha escolha. Eu sei que após decidir participar 
deste estudo, posso desistir a qualquer momento.Esse termo de consentimento livre e 
esclarecido foi elaborado em duas vias, sendo uma retida com o pesquisador e a outra com 
o voluntário da pesquisa.  Eu receberei um original deste formulário de consentimento. 

 

  _____/_____/ _____ 

Nome do participante (letra legível)                                         Data  

 

  

Assinatura do participante  

 

  _____/_____/ _____ 

Nome do Pesquisador (letra legível)  Data  

 

  

Assinatura do Pesquisador 

 

  _____/_____/ _____ 

Nome do representante legal ou testemunha imparcial (letra legível)         Data 

 

  

Assinatura do representante legal ou testemunha imparcial  
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9.2 Anexo II – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para 

Portadores de Tuberculose 

 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para portadores de 

Tuberculose. 

Título do projeto: Caracterização da imunidade inata e biomarcadores 

em pacientes coinfectados com TB/HIV 

 

INTRODUÇÃO.   

Você está sendo convidado a participar deste estudo porque você está recebendo 

tratamento para Tuberculose (TB). Também estamos convidando um grupo de pacientes 

que são infectados apenas pelo HIV, mas sem Tuberculose, um grupo com HIV e 

tuberculose, e um grupo de participantes saudáveis que não tem o HIV ou a Tuberculose.  

O Hospital Geral de Nova Iguaçu (HGNI), o Laboratório de AIDS e Imunologia Molecular 

(IOC), o Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas (IPEC) e o Instituto Pasteur de 

Paris/França estão trabalhando juntos neste estudo. Por favor, você tem tempo para tomar 

sua decisão. Converse com sua família e amigos sobre isto. 

 

PORQUE ESTE ESTUDO ESTÁ SENDO REALIZADO? 

A coinfecção HIV/Tuberculose (TB) representa enorme desafio científico e de saúde pública, 

emborao uso de medicamentos para o HIV (antirretrovirais), usados durante o tratamento da 

tuberculose, melhore a sobrevida dos pacientes, particularmente, por restaurar sua 

capacidade de reagir às infecções.  

O uso simultâneo de antirretrovirais e medicamentos antituberculose não são de fácil 

administração e manejo devido àsinteraçõesmedicamentosase/ou ao aparecimento de 

sinais e sintomas de inflamação relacionados com a melhora na capacidade do corpo de se 

defender das doenças. Esses sinais e sintomas acontecem em alguns pacientes e são 

conhecidos como ‘IRIS’. 

Os fatores clínicos e laboratoriais associados ao início da IRIS ainda não são claramente 

compreendidos. Na verdade, vários estudos têm demonstrado reações que aparecem no 

decorrer da melhora das defesas do organismo em pacientes de TB com infecção por HIV, 

caracterizadas pela resposta exagerada do corpo as infecções, levando ao aparecimento de 

gânglios, fístula dos gânglios e fenômenos de compressão que podem, por vezes, levar a 

morte.  
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A compreensão da origem dessas reações e a identificação de testes de laboratório são de 

relevância paraa melhoria do tratamento clínico.O objetivo deste estudo é determinar o 

envolvimento das respostas de defesa inicial do organismo e identificar testes de laboratório 

associados ao início dessas inflamações em pacientes com TB que estão fazendo uso de 

terapia antirretroviral. 

 

QUANTAS PESSOAS VÃO PARTICIPAR DESTE ESTUDO? 

Cento e setenta e cinco pessoas serão convidadas a participar deste estudo e serão 

recrutadas como segue: 

 100 participantes com infecção pelo HIV e com TB 

 Até 25 pacientes com infecção pelo HIV, mas que não tenham tuberculose.  

 Até 25 pacientes com TB, mas que não sejam infectados pelo HIV. 

 Até 25controles participarão deste estudo Os controles serãopessoas escolhidas 
aleatoriamente (como jogar uma moeda), que não têm a infecção pelo HIV ou a 
tuberculose e não está apresentando qualquer sinal ou sintoma.Os controles nos 
ajudarão a entender o porquê alguns participantes não desenvolvem sintomas de 
IRIS enquanto recebem tratamento para TB. 

 

DE QUANTO TEMPO SERÁ MINHA PARTICIPAÇÃO NO ESTUDO? 

Os participantes com HIV e TB deverão vir ao centro de estudos mensalmente e coletar 50 

ml de sangue , o equivalente a duas colheres de sopa de sangue, nos seguintes momentos: 

quando o diagnóstico de tuberculose for feito, no dia em que os medicamentos anti-HIV 

forem iniciados, e nas semanas 4, 8 e 12 após o início dos medicamentos anti-HIV. A visita 

durará 90 minutos. 

Os participantes que apresentem somente HIV ou tuberculose deverão vir ao centro de 

estudos mensalmente, conforme cronograma do seu médico, e serão submetidos a coleta 

de sangue (50 ml), o equivalente a duas colheres de sopa de sangue, duas vezes durante o 

acompanhamento.  

Para os controles, apenas uma visita será necessário e irá durar apenas 30 minutos. A 

quantidade total de sangue coletada será de 50 ml, o equivalente a duas colheres de sopa 

de sangue. 

  

O QUE ESTÁ ENVOLVIDO NO ESTUDO? 

Se você tem TB, você deverá tomar seus medicamentos de acordo com a orientação do seu 

médico. Após cada visita, o seu sangue será enviado ao Laboratório de AIDS e Imunologia 

Molecular da FIOCRUZ, ondeserá realizada a análise das células da sua defesa 

imunológicas inatas.Os resultados destesexamesnão irão afetar o seu tratamento 

datuberculosede forma alguma.Eles serão usados apenas para comparação com os 

resultados do sangue dospacientesque tiverem apenas HIV ou somente tuberculose, ou 
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ainda apenas com os dos controles.Você não precisa estar em jejum para coletar as 

amostras de sangue.  

  

 QUAIS SÃO OS RISCOS DO ESTUDO? 

Existem alguns pequenos riscos de se ter sangue coletado. Estes incluem uma rápida dor a 

partir da picada da agulha, hematomas, sangramento, tontura e, raramente, infecção onde a 

agulha entra na veia. 

  

BENEFÍCIOS. 

Não há benefícios diretos para você por fazer parte deste estudo.  Sua participação nesta 

pesquisa vai nos ajudar a aprender mais sobre como tratar a infecção tuberculosa latente 

com segurança. 

  

CONFIDENCIALIDADE. 

Iremos verificar seus registros médicos para obter informações para o estudo. Nós não 
usaremos o seu nome em qualquer documento relacionado ao estudo. Seu nome não será 
enviado para o centro de dados do estudo. Aagência francesa de pesquisa (ANRS) e os 
monitores do estudo nos centros realizadores da pesquisa também podem verificar seus 
registros. Entretanto, manteremos todas as informações de seus registros médicos 
confidenciais. 
 
 

CUSTOS E PAGAMENTO POR SUA PARTICIPAÇÃO NO ESTUDO. 

Não há custo para você para estar no estudo. Você não terá que pagar para quaisquer 

exames que são parte deste estudo. Você será reembolsado dos custos de transporte e 

receberá um leve café da manhã, após cada visita ao centro. 

  

DIREITO DE RECUSA OU DESISTÊNCIA. 

A participação neste estudo é voluntária. Se você preferir não participar, isso não vai alterar 

seus cuidados médicos regulares.Se você decidir participar do estudo, você poderá desistir 

a qualquer momento, sem alterar a assistência médica que você recebe. Se uma nova e 

importante informação surgir e, se isso puder mudar sua decisão de participar do estudo, 

por favor, nos avise. 

  

TRATAMENTO ALTERNATIVO. 

Se você optar por não participar deste estudo, você ainda receberá tratamento para a TB 

como parte da rotina padrão de cuidados para pacientes em tratamento de tuberculose, de 

acordo com as diretrizes brasileiras para tratamento da tuberculose. 
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Armazenamento das Amostras: 

Você será solicitado a dar sua permissão para que algumas amostras que o médico ou 

enfermeiro coletarem sejam armazenadas no laboratório de AIDS e Imunologia 

molecular/Fiocruz/IOC até que todos os dados e resultados do estudo tenham sido 

publicados. O seu nome não será colocado nessas amostras, somente um número especial 

do estudo. Os responsáveis pelo laboratório não saberão o seu nome. 

 

Por que o armazenamento é necessário? 

Os pesquisadores podem obter muitas informações a partir de um estudo, mas no decorrer 

do estudo, os exames utilizados podem ser aprimorados e novos exames são desenvolvidos 

e, com isso, torna-se possível obter mais informações com esses exames melhores ou 

completamente novos. Além disso, pode ser necessário analisar novamente uma amostra 

de sangue, caso os resultados não estejam satisfatórios e conclusivos. Quando os 

voluntários de um estudo autorizam que amostras sejam armazenadas em um laboratório e 

usadas para os pesquisadores realizarem exames e/ou reanálise das suas amostras após a 

conclusão da sua participação no estudo, os pesquisadores podem obter novas informações 

importantes. Os seus direitos e a privacidade serão respeitados sempre.  

 

Como a minha privacidade será protegida? 

O único registro de que você participou deste estudo encontra-se na clínica, onde é mantido 

em separado dos registros médicos. O registro está trancado. 

O seu nome não será colocado nas amostras no laboratório. As amostras só terão um 

código especial do estudo. Esse código será o mesmo que consta das suas informações no 

estudo, coletadas nas entrevistas e nos exames. As informações coletadas durante o estudo 

poderão ser usadas para outra pesquisa relacionada com o HIV/TB caso haja aprovação 

pelo Sistema CEP/CONEP do Brasil. 

 

Autorização para armazenar as amostras biológicas no laboratório: 

Todos os estudos a serem feitos com as amostras armazenadas no laboratório terão as 

finalidades específicas com as quais você concordou. Todos os estudos com previsão de 

uso das amostras deste estudo passarão por uma análise, para assegurar que o projeto 

corresponde ao mesmo tipo de pesquisa com o qual você concordou. Se o estudo a ser 

realizado envolver exames diferentes daqueles com os quais você concordou, o comitê 

determinará se será necessário obter autorização sua para o novo estudo. Comunique à 

equipe responsável sempre que quiser receber os resultados do estudo. 

As pessoas sempre têm o direito de encerrar sua participação em pesquisas. Portanto, se 

você decidir que não quer que os pesquisadores usem as amostras armazenadas no 

laboratório, bastará entrar em contato com a equipe da clínica. A equipe informará aos 
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responsáveis pelo laboratório que as amostras com o código de estudo associado ao seu 

nome na clínica não devem ser utilizadas. Essas amostras podem ser removidas do 

laboratório e destruídas se você pedir que isso seja feito.  

Por favor, marque um X para indicar se você aceita que suas amostras sejam armazenadas. 

 

Autorização para o uso das amostras armazenadas para os fins estabelecidos na seção 

anterior. 

 

(   ) Eu autorizo o armazenamento             (   ) Eu não autorizo o armazenamento 

 

 

PESSOAS PARA CONTATO. 

Se você tiver dúvidas sobre esta pesquisa entre em contato com o pesquisador - Dr. José 

Henrique Pilotto no Instituto Oswaldo Cruz, pelo telefone 8182-9797 a cobrar, em qualquer 

horário, de segunda a sexta feira, inclusive finais de semana e feriados.Se você tiver 

dúvidas sobre seus direitos como sujeito da pesquisa e está participando do estudo no 

HGNI, entre em contato como Dr. Luís Henrique Claro, coordenador do Comitê de Ética em 

pesquisa do Hospital Geral de Nova Iguaçu pelo telefone 3779-9999, de segunda a sexta 

feira, das 08:00 as 17:00h.Se você está participando do estudo no Instituto de Pesquisa 

Clínica Evandro Chagas - IPEC, ligue para a Dra. Maria Regina Amendoeira coordenadora 

adjunta do Comitê de Ética em Pesquisa da Fiocruz/Instituto Oswaldo Cruz, no telefone 

2561-4815, de segunda a sexta feira, das 08:00 as 17:00h. 
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DECLARAÇÃO DE CONSENTIMENTO. 

A minha assinatura abaixo indica que eu concordo em participar deste estudo. Eu tive a 
oportunidade de fazer perguntas. Eu sinto que minhas perguntas foram todas respondidas. 
Reconheço que participar deste estudo é a minha escolha. Eu sei que após decidir participar 
deste estudo, posso desistir a qualquer momento.  Eu receberei uma cópia deste formulário 
de consentimento. 
 
  

  _____/_____/ _____ 

Nome do participante (letra legível)                                                             Data  

 

  

Assinatura do participante  

 

  _____/_____/ _____ 

Nome do Pesquisador (letra legível)         Data  

 

  

Assinatura do Pesquisador 

 

  _____/_____/ _____ 

Nome do representante legal ou testemunha imparcial (letra legível)         Data 

 

  

Assinatura do representante legal ou testemunha imparcial  

 

 

 


