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RESUMO

A tuberculose (TB) € um grave problema de saude publica, considerada
como prioridade pelo governo do Brasil desde 2003. A doenca é endémica nos
paises de baixa e média renda, acometendo principalmente a populacdo que
reside nas periferias urbanas (favelas e invasfes), estando associada as mas
condicbes de moradia, a alimentacdo, a0 saneamento basico e ao uso de
drogas. O Brasil € um dos 22 paises que contribuem com as maiores cargas de
TB no mundo, ocupando a 16.2 posicdo em numero absoluto de casos. O Estado
do Amazonas, em 2014, apresentou o maior coeficiente de incidéncia nacional
de casos de TB (68,4 por 100 mil habitantes). Miséria, exclusdo social,
dificuldades operacionais de diagnosticos e tratamento da TB sao
preponderantes para manutencdo da alta taxa de incidéncia. Além disso, 0s
fatores imunogenéticos do hospedeiro sdo descritos e associados a
suscetibilidade ou a resisténcia da doenca. Dentre os genes mais fortemente
associados a TB, estdo os do Antigeno Leucocitario Humano (HLA). No presente
estudo, foi investigada a frequéncia do alelo HLA-DRB1*04 em 622 individuos,
316 pacientes com TB pulmonar e 306 controles. O HLA-DRB1*04 foi frequente
nos pacientes (187/316; 59,2%), quando comparado aos dados dos controles
(101/306; 33,0%). Neste estudo, foram identificados nove subtipos de HLA-
DRB1*04; destes, o HLA-DRB1*04:11:01 foi associado a suscetibilidade (p =
0,0019; OR =2,23; IC 95% = 1,34 — 3,70) e a transmissdo de TB pulmonar,
enquanto o HLA-DRB1*04:07:01 foi associado a protecdo (p < 0,0001; OR =
0,02; IC 95% = 0,001 - 0,33), e 0 HLA-DRB1*04:92 foi associado a transmissao
da doenca (p = 0,0112; OR = 8,62; IC 95% = 1,63 — 45,5). Esses resultados
sugerem trés subtipos do HLA-DRB1*04 como potenciais marcadores
imunogenéticos na TB, os quais podem ajudar na compreensdo dos
mecanismos envolvidos na doenga, bem como esclarecer os motivos das altas

taxas de incidéncia de TB no Estado do Amazonas.

Palavras-chave: Tuberculose, Mycobacterium tuberculosis, HLA-DRB1*04,

Suscetibilidade, Resisténcia.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is a serious public health problem, considered as a
priority by the government of Brazil since 2003. This disease is endemic in low
and middle-income countries, mainly affecting the population living in urban
peripheries when associated with poor living conditions, malnutrition and drug
abuse. Brazil is one of 22 countries contributing to the global high TB burden; it
is on 16™M position in number of TB cases. In 2014, Amazonas state had the
highest national incidence rate of TB (68.4 per 100.000 inhabitants). Poverty,
social exclusion, operational difficulties for diagnosis and treatment of TB are
crucial to maintaining the high rate of incidence. In addition, the host
immunogenic factors are associated with TB. Human Leukocyte Antigen (HLA)
genes are associated with susceptibility or resistance to TB. This study verifies
the frequency of HLA-DRB1*04 allele and subtypes in 622 subjects (316 patients
with pulmonary TB and 306 controls). HLA-DRB1*04 was more frequent in TB
patients (187/316; 59,2%) than control group (101/306; 33,0%). In this study, nine
subtypes of HLA-DRB1*04 were identified. The subtype HLA-DRB1*04:11:01
was associated with susceptibility to pulmonary TB (p = 0.0019; OR = 2.23; 95%
Cl = 1.34 to 3.70), while HLA-DRB1*04:07:01 was associated with protection (p
< 0.0001; OR = 0.02; 95% CI = 0.001 to 0.33) and HLA-DRB1*04:92 was
associated with transmission to pulmonary TB disease (p = 0.0112; OR = 8.62;
95% CI = 1.63 to 45.5). These results suggest three subtypes of HLA-DRB1*04
as potential immunogenetic markers in TB and can help in better understanding
of mechanisms involved in disease, as well as the reasons for high rates of TB

incidence in Amazonas state.

Key-words: Tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, HLA-DRB1*04,

Susceptibility, Resistance.
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1. INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é um grave problema de saude publica no mundo. A
doenca é causada por micobactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis,
sendo M. tuberculosis a espécie mais comum (BRASIL, 2008). Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estima-se que, aproximadamente, um
terco da populacdo mundial esté infectada pelo bacilo da TB, sendo 2 bilhdes de
pessoas com infeccéo latente e com risco de desenvolvimento da doenca. Dos
casos notificados de TB, mais de 90% ocorrem em paises de baixa e média
renda (WHO, 2012). O risco da ativacao da doenca € estimado em 5% nos 18
meses apos a infeccéo inicial, e cerca de 5% permanecem latentes ao longo da
vida (ANDREWS et al., 2012).

O agravo da doenca é fortemente influenciado pela determinacéo social e
demonstra relagdo direta com a pobreza e a exclusdo social, acometendo
principalmente as pessoas do sexo masculino na fase produtiva da vida, com
aproximadamente 66% dos casos notificados, sendo os casos novos da doenca
mais frequentes na faixa etaria entre 25 e 34 anos; e a maior taxa de incidéncia
ocorre entre 45 e 54 anos de idade (BRASIL, 2012;2013).

Apesar de existir tratamento contra a TB, ainda ha milhées de casos de
doenca ativa e mortes. Em 2013, foram notificados 9 milhdes de casos novos da
TB no mundo, com 1,5 milhdo de mortes; destes 1,1 milhdo eram pessoas sem
o virus da imunodeficiéncia humana (HIV); e 400 mil pessoas, HIV-positivos
(WHO, 2014). Nesse mesmo ano, China, india, Africa do Sul, Paquistdo e
Indonésia foram os paises que apresentaram as maiores taxas de incidéncia,
de forma que os dois primeiros paises apresentaram 24% e 11% dos casos de
TB no mundo, respectivamente (WHO, 2014).

No Brasil, o controle e o combate da TB sdo considerados como
prioridades pelo governo desde 2003. E, mesmo com diversas estratégias para
combater a doenca na ultima década, o Brasil, infelizmente, esta entre os 22
paises priorizados pela OMS que concentram 80% da carga mundial de TB,
ocupando a 16.2 posi¢cdo em relacdo ao numero de casos e a 101.2 colocacao

em relacdo ao coeficiente de incidéncia (WHO, 2014). Em 2014, foram
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notificados no Brasil 67.966 casos de TB, com coeficiente de incidéncia de 33,5
casos de TB/100.000 habitantes (BRASIL, 2015).

O Estado do Amazonas, em 2014, apresentou o coeficiente de incidéncia
de 68,4 casos de TB/100.000 habitantes, muito acima da média nacional (33,5
casos de TB/100.000 habitantes), ocupando o primeiro lugar em relacdo aos
outros estados, ultrapassando o Estado do Rio de Janeiro, que obteve 60,9
casos de TB/100.000 habitantes (BRASIL, 2015). Na cidade de Manaus, capital
do Estado do Amazonas, em 2014, foram notificados 1.770 casos novos de TB,
0 que equivale ao coeficiente de incidéncia de 93,8 casos de TB/100.000
habitantes (BRASIL, 2015). Essa alta taxa de incidéncia facilita a infeccdo de

novos individuos.

Em relacéo a infeccao, os fatores genéticos do hospedeiro sao fortemente
associados ao desenvolvimento da TB, e a conclusdo do Projeto Genoma
Humano, em 2003, foi um marco inicial para entender a base molecular das
doencas humanas, incluindo as moléstias infecciosas, como a TB (QU; FISHER-
HOCH; MCCORMICK, 2011).

Estima-se que apenas 5% a 10% dos individuos infectados pelo bacilo
desenvolvem a TB, indicando que hé fatores genéticos no hospedeiro regulando
o desenvolvimento da doenca (BELLAMY, 1998; SELVARAJ et al., 2008). Dessa
maneira, estudar genes que fazem parte da resposta imunolégica do hospedeiro
é fundamental para a melhor compreensédo dos mecanismos moleculares. Com
isso, o perfil imunogenético do hospedeiro € um importante fator a ser
determinado; e, dentre os genes fortemente associados a TB, h& relatos de
genes de HLA (antigeno leucocitario humano) do receptor semelhantes a toll 2,
9 (TRL2, TRL9), interferon-gama (IFN-y), NRAMP1 (natural resistance-
associated macrophage protein gene 1), fator de necrose tumoral-a (TNF-a),
interleucina-10 (IL-10) (DUBANIEWICZ; MOSZKOWSKA; SZCZERKOWSKA,
2005; VEJBAESYA et al.,, 2007; AXELSSON-ROBERTSON et al., 2015;
CARMONA et al., 2015; MABUNDA et al., 2015).

Quanto a resposta imune do hospedeiro, esse estimulo protetor é

mediado pelas células T CD4*, com perfil Thl. E as moléculas do HLA sé&o
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essenciais para o desenvolvimento da resposta imunologica, pois sédo proteinas
expressas na superficie celular, especializadas em apresentar antigenos
associados as células do hospedeiro para o reconhecimento por receptores de
células T (TCR). Diversos estudos tém associado os genes do HLA classe Il a
suscetibilidade ou a resisténcia a TB pulmonar (GOLDFELD, E., 2004;
DUBANIEWICZ; MOSZKOWSKA; SZCZERKOWSKA, 2005; LOMBARD et al.,
2006; THUONG et al., 2008; WANG et al., 2010; YULIWULANDARI et al., 2010;
QU et al., 2011; SHI et al., 2011; MAGIRA et al., 2012; EL BAGHDADI et al.,
2013; MISHRA, G. et al., 2014). Essas pesquisas basicas sdo fundamentais para
a compreensao da base molecular da TB e sua relacdo com a expressao das
moléculas de HLA classe Il. Nesse contexto, j& foram descritos os seguintes
alelos de HLA classe Il associados a suscetibilidade a TB pulmonar: HLA-
DRB1*0803 e DQB1*0601 (KIM et al., 2005), HLA-DQB1*0503 (DELGADO et
al., 2006), HLA-DRB1*15 (SHI et al., 2011), HLA-DRB1*14 (DUARTE et al.,
2011), HLA-DRB1*04, HLA-DRB1*09, HLA-DRB1*10, HLA-DRB1*15 e HLA-
DRB1*16 (TONG et al., 2015). Essa diversidade dos resultados certamente esté
relacionada ao polimorfismo do sistema HLA, em virtude dos diferentes perfis

genéticos de HLA observados nas populagfes estudadas.

Em estudo preliminar realizado pela nossa equipe de pesquisa, dado ndo
publicado, o HLA-DRB1*04 foi mais frequente nos pacientes com TB pulmonar,
porém a tipagem utilizada foi de baixa resolugédo (PCR-SSP) e ndo identificou os
subtipos do HLA-DRB1*04 que poderiam estar associados a TB.

Dessa maneira, este trabalho visou investigar os subtipos de HLA-
DRB1*04 em pacientes com TB pulmonar e em grupo controle, no qual permitiu

identificar os subtipos associados a doenca.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. BREVE HISTORICO DA TUBERCULOSE

A tuberculose (TB) € um problema antigo na sociedade; e acredita-se que
a doenca tenha matado mais pessoas do que qualquer outro patdégeno
microbiano. Os primeiros indicios da TB no homem foram descritos em achados
arqueoldgicos, que evidenciaram a ocorréncia da enfermidade em o0ssos
humanos  pré-histéricos encontrados na Alemanha, datados de
aproximadamente 8.000 antes de Cristo (a.C.). Também ha evidéncias de TB na
coluna vertebral das mumias egipcias, de 2.500 a.C., denominada de doenca de
Pott. A medida que as tribos deixaram de ser ndmades e comecaram a fixar-se
nas aldeias, a doenca passou a ser mais citada, pois, quanto maior o nimero de
pessoas em area fechada, maior o risco de contaminacdo. Na América preé-
colombiana, na regido andina, foi encontrada uma mumia de crianca inca, datada
de 700 a.C., evidenciando a ocorréncia da enfermidade antes da chegada dos

primeiros exploradores europeus (HERZOG, 1998).

Na Grécia antiga, a TB era chamada de tisica. HipGcrates (460-370 a.C.)
foi o primeiro que observou tubérculos nos tecidos de animais bovinos, ovinos e
suinos, todavia ndo ha resultados analogos encontrados no homem, pois no
mundo grego ndo eram realizadas necropsias em seres humanos nesse periodo.
No entanto suas observacdes permitiram fazer uma apresentacao clinica da
doenca na qual, segundo o filésofo, a tisica acometia as pessoas com a idade
de 18-35 anos, reconhecendo que jovens e adultos eram mais suscetiveis a
moléstia (DANIEL, 2006). Nesse periodo, Hipdcrates e seus alunos
consideravam a doenca hereditaria em vez de infecciosa, pois ndo conheciam
0s agentes etioldgicos da enfermidade. Por outro lado, Aristoteles (384-322 a.C.)
acreditava que a tisica era uma doenca infecciosa, mas sua hipotese foi
descartada (HERZOG, 1998).

Em 24 de marco de 1882, um médico alemédo chamado Hermann Heinrich
Robert Koch (1843-1910) fez sua famosa apresentacgéo, intitulada A etiologia da
tuberculose (Die aetiologie der tuberculose) para a Sociedade Fisioldgica de

Berlim (Berlin Physiological Society). Em sua explanacdo, Koch descreveu o
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bacilo da TB e também disponibilizou a comunidade cientifica os seus
postulados. Em 1905, ele ganhou o prémio Nobel em Fisiologia/Medicina pela
elucidacéo do agente etiolégico da TB (GRADMANN, 2006).

2.2. ASPECTOS GERAIS DA TUBERCULOSE PULMONAR

A tuberculose (TB) € uma doenca infectocontagiosa, causada por
micobactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB). O CMTB é
formado pelas seguintes espécies: Mycobacterium tuberculosis, M. bovis, M.
africanum, M. canettii, M. microti, M. pinnipedii e M. caprae, sendo a primeira o
agente etiol6gico mais frequente (FORRELLAD et al., 2013; BRASIL, 2014). A
denominacéo do género originou-se do latim fungus bacterium, em virtude de o
bacilo apresentar algumas caracteristicas semelhantes aos fungos quando
cultivado em meio liquido (COLLINS et al., 1997). Oficialmente sédo descritas 170
espécies e 13 subespécies do género Mycobacterium (EUZEBY, 2015).

M. tuberculosis é um bacilo patogénico intracelular obrigatorio, aerdbico;
nao possui motilidade, ndo tem capsula e ndo consegue formar esporos. O bacilo
pode infectar diversas espécies de animais, sendo o homem o principal
hospedeiro. Esse microrganismo cresce com mais facilidade em locais em que
existe uma grande quantidade de oxigénio, por isso a forma pulmonar da doenca
€ mais frequente (LAWN; ZUMLA, 2011).

Os bacilos variam de tamanho conforme a espécie de micobactéria (0,2 a
0,7 por 1 a 10 micrémetros) e possuem uma morfologia bacilar devido a parede
celular, que é quimicamente constituida por diversos lipideos, tais como 0s
acidos micdlicos. Quando os lipideos se ligam ao corante fucsina, formam
complexos que conferem as caracteristicas tintoriais de resisténcia a
descoloracéo por solucdes alcool-acidas; e por isso sédo denominados de Bacilos
Alcool-Acido Resistentes (BAAR), conforme a Figura 1. Essa caracteristica é
rotineiramente utilizada para a identificacdo microscopica de micobactérias. No
entanto, para a identificacdo da espécie, € preciso isolar os bacilos em meio de

cultura, que ¢é considerado o padrdo ouro para diagnostico da TB.
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Posteriormente, é realizada a identificacdo fenotipica; e, quando necessario, séo
feitos testes moleculares (BRASIL, 2008).

O individuo com TB pulmonar e positivo, no exame de baciloscopia, ao
tossir, falar ou espirrar, libera para a atmosfera milhares de particulas
infectantes. Para o estabelecimento da infec¢do, os bacilos devem atingir os
alvéolos pulmonares, onde serdo englobados por macréfagos, ativando o
sistema imune inato. A infecdo inicial podera ser controlada; ou entédo o bacilo
podera evadir-se a uma resposta imune natural por meio da inibicdo da fusédo do

fagossomo com o lisossomo, o que lhe permite replicar-se dentro do macroéfago,

estabelecendo um quadro de laténcia ou de ativagdo da doenga (STEWART;
ROBERTSON; YOUNG, 2003).

Fonte: Prof.2 Dr.2 Luciana Botinelly Mendonca Fujimoto (UFAM/INPA)
Figura 1. Bacilos Alcool-Acido Resistentes (BAAR). Baciloscopia direta (coloracdo de Kinyoun,
aumento de 10x100). Amostra de escarro de paciente com TB pulmonar

Os individuos com TB pulmonar — a forma mais comum da doenca —

apresentam geralmente o seguinte quadro clinico: tosse crénica, producgdo
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exacerbada de muco, falta de apetite, perda de peso, febre, suor noturno e
hemoptise (LAWN; ZUMLA, 2011). Além dos pulmdes, os bacilos também
podem acometer outros 6rgaos, resultando na TB extrapulmonar. Caws et al
(2008) demonstraram que essa forma clinica ocorre aproximadamente em 10 a
40% dos pacientes e depende de diversos fatores, tais como origem étnica,
idade, estado imunologico do hospedeiro, além do gendtipo da cepa de M.
tuberculosis, o qual pode influenciar no fenétipo da doenca. Quanto ao tempo de
replicacdo do M. tuberculosis, estima-se que seja de aproximadamente 15 a 20
horas. Comparado com o Escherichia coli, que se replica a cada 20 minutos,
observa-se que M. tuberculosis possui tempo de divisdo extremamente lento.
Fatores como replicagéo e capacidade de persistir em laténcia podem resultar
em longos periodos de tratamento (seis meses), com uso de diferentes farmacos
(CAWS et al., 2008).

Na primoinfeccéo, o bacilo se multiplica lentamente, principalmente nos
alvéolos terminais dos pulmdes (foco de Gohn) e em linfonodos correspondentes
a drenagem da area, formando o complexo primario. Em um ou dois meses, com
a acao de linfocitos e de macréfagos, o bacilo é contido e encapsulado com uma
zona de necrose parenguimatosa (necrose caseosa), momento em que a
imunidade especifica contra o bacilo aparece, e a reacao da prova tuberculinica
(teste intradérmico — PPD) torna-se positiva. Esse estagio normalmente é
assintomatico; e em 90% dos casos a lesao se estabiliza, e o processo de cura
inicia-se. Nos 10% restantes, a multiplicagdo permanece, e pode haver
complicacBes pulmonares e pleurais (VARAINE; RICH; GROUZARD, 2014).

Diversos fatores podem influenciar o risco de o individuo desenvolver a
TB em uma populagdo (LAN et al.,, 2011). Por exemplo, a convivéncia em
ambientes com aglomeracdo de pessoas, as mas condi¢cdes sanitarias e o
estado de desnutricdo sdo fatores importantes e podem facilitar a transmisséo
do bacilo de um individuo para outro. A variacdo da idade e o género também
influenciam na suscetibilidade a doenca. Além disso, 0s aspectos
imunogenéticos do hospedeiro tém sido constantemente discutidos nos artigos
cientificos; dentre eles, destacam-se os genes de HLA (antigeno leucocitario

humano), NRAMP1 (natural resistance-associated macrophage protein gene 1)
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e TNF-alfa (fator de necrose tumoral alfa), associados a predisposi¢cdo ou a
resisténcia a doenca (DUBANIEWICZ, A. et al., 2000; VEJBAESYA et al., 2007;
ZHANG, Z. et al., 2012; WU et al., 2013).

2.3. DIAGNOSTICO E TRATAMENTO DA TUBERCULOSE

Inicialmente, o diagndstico preventivo da TB € feito por meio dos dados
clinicos e da radiografia, sendo a confirmacdo da doenga obtida mediante
exames laboratoriais, entre 0s quais 0s principais que sdo empregados para a
identificacdo das micobactérias sdo a baciloscopia de escarro, podendo ser
direta ou concentrada, e o cultivo em meio especifico, que é considerado o
padrdo ouro no diagnéstico (BRASIL, 2008; 2013).

A baciloscopia € o exame mais utilizado para diagnésticos e controle da
TB, sendo amplamente empregada nos paises em que a doenca é endémica
(ONYEBUJOH; ROOK, 2004), sobretudo naqueles em desenvolvimento, como
o Brasil. Esse exame identifica os Bacilos Alcool-Acido Resistentes (BAAR),
sendo rapido e de baixo custo; e, quando executado de maneira eficiente,
possibilita a deteccdo de 60 a 80% dos casos, com a obtencdo dos resultados
em um periodo de 24 horas (BRASIL, 2012).

Nos 22 paises com alta carga de TB no mundo, a baciloscopia detecta
mais de 60% dos casos, no entanto a deteccdo é feita tardiamente, apds o
individuo com TB ter transmitido o bacilo causador da doenca para outras
pessoas (ONYEBUJOH; ROOK, 2004).

No Brasil, em 2012, dos 59.972 casos de TB pulmonar registrados,
estima-se que aproximadamente 85,8% realizaram baciloscopia, sendo 73,7%
com resultados positivos, 0 que equivale a 37.907 casos. Esses dados mostram
que dois ter¢os dos pacientes ativamente fazem parte da cadeia de transmisséo
da doenca (BRASIL, 2013).

O cultivo é o exame mais sensivel na identificacdo do bacilo, no entanto

requer no minimo quatro semanas para detectar o desenvolvimento da bactéria.
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O cultivo, quando associado a teste de identificacdo de sensibilidade aos
farmacos, possibilita o diagnodstico de bacilos resistentes aos medicamentos
utilizados no tratamento da doenca (BRASIL, 2013). No entanto a diagnose
baseada em cultivo ndo € amplamente utilizada, principalmente nos paises com
alta carga de TB, pois muitos laboratorios dos centros de atendimento né&o
possuem a infraestrutura adequada para realizagdo desse exame
(AMIRZARGAR et al., 2004).

A infeccado latente pode ser investigada por meio do teste intradérmico,
utilizando proteinas purificadas de M. tuberculosis (PPD), de modo que esse
exame € de baixo custo e é muito utilizado em regides de baixa renda. No entanto
a presenca de micobactérias ambientais e a alta carga vacinal do Bacilo
Calmette-Guérin (BCG) — a vacina profilatica contra a TB — podem influenciar na
interpretacdo dos resultados, obtendo falsos positivos (BASTA; CAMACHO,
2006; FARHAT et al., 2006).

Dessa maneira, diversos estudos demonstram que a resposta
imunoldgica celular do hospedeiro pode ser utilizada para auxiliar o diagnéstico
da TB, pois a producéo da citocina IFN-y por células T especificas aos antigenos
de M. tuberculosis pode sugerir individuos com a doenca ativa ou latente
(DOHERTY; WALLIS; ZUMLA, 2009; PAI et al., 2009; DENKINGER; DHEDA;
PAI, 2011; MCNERNEY et al., 2012).

Além disso, existem testes moleculares que se baseiam no principio da
reacao em cadeia da polimerase (PCR). Esses ensaios representam um grande
avanco tecnoldégico; e atualmente o principal teste molecular empregado para o
diagndstico da TB é o GeneXpert, que € uma plataforma automatizada a qual
realiza PCR em tempo real, produzindo resultado em um periodo de duas horas
(BOEHME et al., 2010). Além de detectar o material genético de M. tuberculosis,
0 equipamento também é capaz de identificar se a cepa € resistente a rifampicina
(LAWN et al., 2013).

Quanto ao tratamento, o individuo com primoinfecgéo tem a probabilidade
de 100% de cura, desde que sejam rigorosamente seguidos 0s principios da

terapia. O tratamento comeca em regime ambulatorial, com supervisdes
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constantes para garantir que a medicacdo seja tomada de forma adequada, e
todo o servigo é realizado na unidade basica de saude adjacente da residéncia
do paciente; e, uma vez iniciado esse procedimento, ele ndo deve ser
interrompido. O tempo de tratamento com administracao dos antibioticos contra
a TB pulmonar tem duracao de seis meses, sendo utilizada uma combinacéo dos
seguintes farmacos: rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol (BRASIL,
2011).

2.4. RESPOSTA IMUNE A TUBERCULOSE

O sistema imunologico € didaticamente dividido em imunidade inata e
adaptativa (MEDZHITOV; JANEWAY, 2000). A imunidade inata representa a
primeira linha de defesa contra o bacilo, sendo fundamental para as respostas
imunologicas adaptativas, pois a primeira estimula as segundas e pode
influenciar a natureza das respostas especificas, tornando-as mais eficazes
(ABBAS et al., 2012).

Quando os bacilos sdo inalados, as barreiras fisicas (pelos das fossas
nasais) e quimicas (substancia antimicrobiana e muco), que fazem parte do
sistema imune inato, impedem a infeccdo. No entanto, dependendo da carga de
bacilos, muitos conseguem vencer essas barreiras iniciais, atingindo
posteriormente os alvéolos pulmonares e, consequentemente, iniciando a
infeccdo (NORTH; JUNG, 2004).

A TB € uma infeccdo na qual a imunidade protetora e a hipersensibilidade
patolégica coexistem, e a resposta do hospedeiro contribui significativamente
para os danos aos tecidos. Em uma infeccao primaria, os bacilos multiplicam-se
lentamente nos pulmdes, sendo os macrofagos alveolares as primeiras células
ativadas via Fator Nuclear kappa B (NF-kB), com a sintese de citocinas proé-
inflamatdrias e quimiocinas, fazendo que os macréfagos respondam a infecgéo
por haver o inicio de uma cascata inflamatéria, ocorrendo a migracao de
leucocitos para o foco de infeccdo. Esse mecanismo é fundamental, por
inicialmente conter a infestacdo e posteriormente ativar a resposta imune

adaptativa (NORTH; JUNG, 2004).
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Os macrofagos e as células dendriticas reconhecem os bacilos por meio
de receptores de reconhecimento de padrbes (PRRS), tais como 0s receptores
semelhantes a Toll (TLRs), receptores de lectina do tipo C (CLRS), receptores
semelhantes a NOD (NLRs), receptores de manose, lectina 1 e DC-SIGN
(dentritic cell-specific intercelullar adhesion molecule-3-grabbing nonintegrin) ou
CD209. Esses receptores, codificados na linhagem germinal, reconhecem o0s
padrées moleculares associados a patdégenos (PAMPSs), conforme a Figura 2,
que sdo estruturas conservadas encontradas nos microrganismos
(MEDZHITOV; JANEWAY, 2000; O'GARRA et al., 2013).

PAMP —— J - |} ] Cytokines )
(interleukin-1, 6, 12) Quiescent T cell

Toll-like
receptor
Pathogen

Activation

T-cell receptor

Endocytic pattern-
recognition receptor
molecule
Antigen-

./ presenting cell

Fonte: MEDZHITOV; JANEWAY (2000).

Figura 2. Representacdo esquematica dos receptores envolvidos na intera¢éo do sistema imune
inato e adaptativo. O reconhecimento do Padrdo Molecular Associado ao Patégeno (PAMP) por
receptores de reconhecimento de padrdes, tais como os receptores semelhantes ao toll, gera
sinais que ativam o sistema imunoldgico adaptativo. Receptores endociticos de reconhecimento
de padrdes, tais como o receptor de manose em macrofagos, se ligam a componentes da parede
celular microbiana e medeiam a fagocitose dos agentes patogénicos por células apresentadoras
de antigenos (macréfagos e células dendriticas). Proteinas derivadas de microrganismos séo
processadas nos lisossomos para gerar peptideos antigénicos, que sdo apresentados via MHC
de classe Il na superficie do macréfago. Esses peptideos sao reconhecidos por receptores de
células T (TCR) com a participacdo de moléculas coestimuladoras e citocinas. Com isso, ativam
linfécitos T virgens especificos. Portanto os receptores de reconhecimento de padrdes tém um
papel na geracao de ambos, o complexo MHC-peptideo e a coestimulacdo necessaria para
ativagdo de células T.
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Apobs o reconhecimento do bacilo, estima-se que, de seis a oito semanas,
0os macréfagos chegam aos linfonodos drenantes, e as células T CD4* séo
ativadas, pois sado as mediadoras priméarias da resposta imune celular contra o
bacilo da TB; e posteriormente ocorre a ativacéo das células T CD8*, as quais
produzem IFN-y, que potencializa o poder fagocitico dos macrofagos,
consequentemente aumentando sua capacidade de eliminar os bacilos
internalizados. Além da producédo de IFN-y, as células T e os macréfagos
produzem TNF-q, citocina que também ativara os macréfagos (ABBAS et al.,
2012).

Quanto ao desenvolvimento da resposta de células T efetoras, ela
depende dos sinais gerados pelo complexo principal de histocompatibilidade
(MHC)-peptideos, moléculas coestimulatérias e citocinas. E as células
apresentadoras de antigenos (APCs) sao fundamentais nesse processo, pois
sdo elas que internalizam, processam e apresentam via moléculas de MHC
classe Il os antigenos de M. tuberculosis aos linfocitos T CD4 (ThO) virgens. Na
presenca de IFN-y, as células ThO se diferenciam na subpopulacdo de células
efetoras com o perfil Thl, que sdo responséaveis pela imunidade contra a TB,
principalmente por produzirem IFN-y, potencializando o poder dos fagocitos (OH;
GHOSH, 2013).

Além do IFN-y, as células Thl produzem TNF-a e diversas quimiocinas,
que participam do recrutamento de leucécitos e do aumento da inflamacéo
(ABBAS et al., 2012). Outra citocina importante na resposta imunolégica contra
a TB é a IL10, que atua inibindo as células dendriticas e os macrofagos,
suprimindo, portanto, a ativacéo de linfécitos Thl, em um processo denominado
de “feedback” negativo, sendo importante para a estabilidade da resposta,
garantindo a homeostasia (OTHIENO et al., 1999).

As células Th2 permitem um equilibrio no sistema imunologico, pois o
excesso de IFN-y podera causar lesbes teciduais. Com isso, essas células
produzem IL4 e IL10, que modulam a inibicAo de IFN-y, garantindo o

desenvolvimento de uma resposta imunologica balanceada com populacao de
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células predominantes do tipo Thl, pois estas coordenam a resposta do
individuo contra o bacilo da TB (MURPLY; TRAVERS; WALPORT, 2008).

Resultados de artigos cientificos demonstram que os polimorfismos no
gene da IL10 estdo associados a predisposicdo do individuo em desenvolver a
TB (AWOMOY!I et al., 2002; ZHANG, J. et al., 2011).

Além da subpopulacéo Thl, as células efetoras com o perfil Th17 parecem
ser importantes para a defesa do hospedeiro contra a TB, pois essas células
secretam IL17, que protege o ser humano contra M. tuberculosis (DHEDA et al.,
2008; CHEN et al., 2011). Jee et al (2009) relataram que a reducao de células
com o perfil Th17 em pacientes com TB foi associada a suscetibilidade a TB. No
entanto ha resultados controversos, mostrando antagonismo entre a resposta
Thl e Th1l7 na TB (TORRADO; ROBINSON; COOPER, 2011), de forma que o
aumento de IL17 leva a diminuicdo de IFN-y, tornando o individuo suscetivel a
desenvolver TB (MARIN et al., 2012).

Outro estudo relevante foi realizado por Peng et al (2013), que
encontraram na populagcdo chinesa uma associagdo entre o polimorfismo do

gene do receptor da IL17 e a suscetibilidade a TB pulmonar.

Os resultados imunogenéticos descritos sdo essenciais para elucidar os
mecanismos da resposta imune contra M. tuberculosis, no entanto mais estudos
Sao necessarios, pois os polimorfismos (ou perfis genéticos) associados podem
ser distintos, dependendo da populacdo selecionada, assim como multiplos
genes podem estar envolvidos; e, certamente, outros polimorfismos ainda néao

descritos também devem estar associados a TB.

2.5. ASPECTOS IMUNOGENETICOS DA TUBERCULOSE

Ha varias evidéncias convincentes de que os fatores genéticos do
hospedeiro sdo essenciais a determinacdo da suscetibilidade & TB pulmonar
(BELLAMY, 1998; HILL, 2001; GOLDFELD, 2004; HILL, 2006; EL BAGHDADI et
al., 2013).
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Em 1890, um estudo classico realizado na reserva indigena Qu’Appelle,
na provincia Saskatchewan, localizada no Canada, avaliou os indigenas quando
eles entraram em contato com a TB pela primeira vez. Os dados dessa pesquisa
mostraram que a taxa de mortalidade aumentava anualmente em 10%. Depois
de 40 anos, mais da metade das familias indigenas foi eliminada por causa da
TB, e a taxa de mortalidade dessa moléstia havia caido apenas em 0,2%. Isso
presume que havia forte pressdo de sele¢do, eliminando os indigenas que
possuiam genes que os tornavam mais suscetiveis a TB (MOTULSKY, 1989).
Acredita-se que os individuos que passaram por exposi¢ao continua ao bacilo
da TB, sem o desenvolvimento da doenca, adquiriram resisténcia, e tal
caracteristica esta diretamente relacionada ao perfil genético do hospedeiro
(O'BRIEN, 1991).

Entre os fatores genéticos do hospedeiro, 0os genes relacionados ao
sistema imunolégico, tais como IFN-y (interferon gama), TNF-a (fator de necrose
tumoral alfa), NRAMP1 (natural resistance-associated macrophage protein gene
1), IL10 (interleucina-10), IL1 (interleucina-1), HLA classe | e Il foram associados
a suscetibilidade a TB pulmonar (GOLDFELD, 2004; SALLAKCI et al., 2007;
SELVARAJ et al., 2008; THUONG et al., 2008).

Dessa maneira, o perfil imunogenético do hospedeiro deve ser
considerado um fator essencial a ser estudado nos individuos que
desenvolveram a TB e também naqueles que foram expostos ao bacilo, mas nao
desenvolveram a doenca, com o propdésito de identificar marcadores moleculares
associados a TB. Dentre os genes investigados, o do sistema MHC tem sido
amplamente associado a diversas doencas infecciosas, incluindo a TB, pois esse

sistema € crucial na resposta imunoldgica.

2.6. O COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE (MHC)
HUMANO

O MHC foi descoberto em estudos sobre transplante de tecidos em
camundongos por Peter Gorer em 1937 (GORER, 1937). Em 1940, George Snell

e seus colegas fizeram uma demonstracao experimental do processo de rejeicao
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em camundongos endogamicos. Em suas analises genéticas, os pesquisadores
identificaram o lécus génico no cromossomo 17 que codificava um antigeno de
grupo sanguineo, o qual foi denominado de antigeno Il. Essa regido genética era
gue controlava a rejeicdo de enxertos e possuia uma grande diversidade de
genes, sendo entdo denominada de Histocompatibilidade-2 (H-2) (ABBAS et al.,
2012).

Jean Dausset acreditava que havia um sistema antigénico nos humanos
semelhante ao observado em eritrécitos de camundongos; e, em 1952, a intensa
busca de moléculas de superficie celular resultou na descoberta do MHC
humano (DAUSSET, 1981). Em 1958, por meio de sorologia, o HLA-A2 foi o
primeiro antigeno identificado (DAUSSET, 1958). O trabalho realizado por Jon
van Rood, Rose Payne e Walter Bodmer confirmou a existéncia do sistema HLA,
com a identificacdo dos antigenos 4a, 4b (Bw4 e Bw6) e HLA-A2, HLA-A3,
respectivamente (PAYNE et al., 1964; BODMER, 1972).

A partir dos resultados desses pesquisadores, a busca por novos
antigenos do sistema HLA se tornou um campo da ciéncia muito produtivo; e,
gracas a essas pesquisas e a um esforgo internacional, em 1964, foram iniciados
os workshops internacionais de histocompatibilidade. Isso facilitou a localizac&o
dos genes do HLA no cromossomo 6 e a identificacao dos alelos HLA-A, HLA-B,
HLA-C, HLA-E, HLA-F e HLA-G (VANDIEDONCK; KNIGHT, 2009). Na década
de 1970, os alelos de HLA classe Il foram caracterizados, e os avancos da

biologia molecular permitiram a investigacdo do HLA em nivel de genes.

2.7. MHC E RESPOSTA IMUNE

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) tinha como Unica
funcdo a rejeicdo a enxertos. Isso aumentava a curiosidade da comunidade
cientifica, pois transplante ndo € um evento natural do processo evolutivo; e
todos se perguntavam por que existe um conjunto de genes somente para o
processo de rejeicdo. Durante a década de 1960 e 1970, Baruj Benacerraf, Hugh
McDevitt e colaboradores mostraram que os genes do MHC s&o importantes

para as respostas imunes a antigenos proteicos, sendo denominados genes da
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resposta imune; e foi constatado que eram mapeados no MHC (BENACERRAF,
1981; MCDEVITT; SELA, 1965). As moléculas de MHC recebem denominacédo
para cada espécie animal; no camundongo; sao conhecidas como
histocompatibilidade-2; e, em humanos, como antigenos leucocitarios humanos

(HLA); o sistema MHC no homem é extremamente amplo.

Os genes de HLA classe | e Il codificam moléculas de glicoproteinas que
sao expressas na superficie celular, cuja funcdo é a apresentacao dos peptideos
antigénicos as células T CD8* e T CD4*, respectivamente, formando o complexo
peptideo — MHC (ABBAS et al., 2012). Rolf Zinkernagel e Peter Doherty, em
1974, demonstraram que o MHC esté envolvido no reconhecimento de antigenos
pelas células T (ZINKERNAGEL; DOHERTY, 1974).

O HLA, por ser um sistema altamente polimorfico, confere uma ampla
diversidade de moléculas de superficie para reconhecer antigenos proteicos de
diversos patdégenos. Com isso, induz uma resposta celular eficiente contra o
patégeno, garantindo dessa forma uma vantagem seletiva (VANDIEDONCK;
KNIGHT, 2009).

A afinidade de ligacédo do HLA com o epitopo antigénico foi elucidada com
0 reconhecimento da estrutura tridimensional da molécula de HLA, inicialmente
com o HLA-A2, uma molécula de classe | (BJORKMAN et al., 1987); e, em 1993,
foi relatada a estrutura tridimensional do HLA-DR1, molécula de classe I, a partir
de membranas das células B, por meio de cristalografia de raio X, mostrando
que a molécula de classe Il possui estrutura semelhante a de classe | (BROWN
et al., 1993).

2.8. GENES DO HLA

O HLA ¢é constituido por um conjunto de loci génicos com
aproximadamente 4 megabases (Mb), contendo mais de 180 genes que
codificam uma grande variedade de proteinas que participam da resposta
imunoldgica (YUCESOY et al., 2013). Todos esses genes estéo localizados no
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cromossomo 6, braco curto, banda 21, sub-banda 3 (6p21.3) (KLEIN; SATO,
2000).

A expressao dos genes de HLA ocorre de modo codominante em cada
individuo, ou seja, para um determinado gene do HLA, o individuo expressa um
alelo herdado do pai e outro alelo herdado da mé&e. Essa codominancia maximiza
o numero de moléculas de HLA disponiveis para ligacédo de peptideos formando
posteriormente o complexo HLA-peptideo para a apresentacdo as células T
(ABBAS et al., 2012).

Os genes de HLA sdo os mais polimorficos encontrados em todo o
genoma humano, gerando uma diversidade de moléculas (DONADI, 2000),
sendo benéficos para o individuo, pois essa variedade auxilia o reconhecimento

de inUmeros antigenos proteicos pelo sistema imunolégico (ORRU et al., 2013).

Tradicionalmente, o HLA é dividido em classe |, Il e lll (Figura 3). Os genes
do sistema HLA codificam moléculas que participam da resposta imune por meio
da apresentacao de antigenos as células T CD4* por HLA classe Il e as células
T CD8* por HLA classe | (KLEIN; SATO, 2000).
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Fonte: KLEIN; SATO (2000).

Figura 3. Localizacdo e organizacdo do sistema HLA no cromossomo 6. O sistema é
didaticamente dividido em trés regides. Cada regido contém diversos genes; apenas alguns séo
mostrados.
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As moléculas de HLA classe Il sdo heterodimeras de glicoproteinas
formadas por uma cadeia a com aproximadamente 34 kDa e uma cadeia 3 com
aproximadamente 28 kDa (POLUEKTOV; KIM; SADEGH-NASSERI, 2013).
Essas moléculas estdo ligadas de forma ndo covalente e sdo expressas
constitutivamente nas células dendriticas, linfécitos B e macréfagos. Os
segmentos aminoterminais das cadeias a1 e B1 interagem para formar a fenda
de ligacdo de peptideos, enquanto os segmentos a2 e B2 possuem sitio de

ligacdo para as moléculas coestimuladoras (ABBAS et al., 2012) (Figura 4).
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Abbas et al: Cellular and Molecular Inmunology, 7e.
Copyright © 2012, 2007, 2005, 2003, 2000, 1997, 1994, 1991 by Saunders, an imprint of Elsevier Inc.

Fonte: ABBAS et al, (2012).

Figura 4. Estrutura de uma molécula do HLA de classe Il. O diagrama esquematico (a esquerda)
ilustra as diferentes regides da molécula do HLA. As cadeias a polimérficas estdo associadas as
cadeias B polimorficas, e ambas sao glicosiladas. O diagrama em forma de fita (a direita) mostra
a estrutura da porgéo extracelular da molécula HLA-DRB1, com peptideo ligado.
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2.9. HLA DE CLASSE Il E DOENCAS

Ha, atualmente, 9.437 alelos de HLA classe | e 3.105 alelos de HLA classe
Il IMGT/HLA, 2015). Estudos realizados demonstram que os genes de HLA sao
altamente varidveis na mesma espécie (ROJAS-VILLARRAGA; BOTELLO-
CORZO; ANAYA, 2010; GBANNAI; NONAKA, 2013; GUHA et al., 2013). Essa
variabilidade possivelmente implicaria a suscetibilidade ou a resisténcia as
doencas, como a TB (GUHA et al., 2013). Com isso, estudos tém associado os
polimorfismos do HLA classe | e Il a diversas enfermidades (GOLDHABER-
FIEBERT et al, 2011; LUCKEY; BASTAKOTY; MANGALAM, 2011;
ROSENMAN et al., 2011; ERLICH, 2012; MISHRA, G. et al., 2014; SOHRABI;
CARMONA et al., 2015; SHEKARI KHANIANI; MANSOORI DERAKHSHAN,

2015). O quadro 1 mostra as associagdes entre HLA classe Il e as doengas.

Quadro 1. Alelos de HLA classe Il associados as doencas

Doencas Alelos HLA classe Il Tipo de associacao
Hanseniase DRB1*02/DRB1*15/DRB1*16:01 Suscetibilidade
DRB1*04/DRB1*09/DRB1*12 Protecéo
Leishmaniose | DRB1*04:07/DRB1*13 Suscetibilidade
tegumentar DPB1*04:01 Protecéo
Diabetes DRB1*04:01/DRB1*04:05 Suscetibilidade
tipo | DRB1*03:01/DQB1*02:01 Suscetibilidade
DRB1*04:03/DQB1*06:02 Protecao
Artrite DRB1*01:01/DRB1*01:02 Suscetibilidade
Reumatoide DRB1*01:03/DRB1*03 Suscetibilidade
DRB1*04:01/DRB1*04:02 Suscetibilidade
DRB1*04:03/DRB1*04:04 Suscetibilidade
DRB1*04:05/DRB1*04:07/DRB1*04:08 Suscetibilidade
Esclerose DRB5*01:01/HLA-DRB1*15:01 Suscetibilidade
Multipla DQB1*06:02 Suscetibilidade

Fonte: SOEBONO, H. et al (1997); OLIVO-DIAZ et al (2004); MONTCEL et al (2005); JONES et
al (2006); DA SILVA et al (2009); ZHANG, F. et al (2009); RIBAS-SILVA, R. C. et al (2013).
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2.10. HLA CLASSE Il E TUBERCULOSE

A associacdo entre HLA classe Il e a suscetibiidade a TB ¢é
particularmente relevante, pois suas moléculas se ligam aos peptideos
antigénicos dos compartimentos endossomais, local em que se encontra 0 M.
tuberculosis, enquanto as moléculas do HLA classe | se ligam aos peptideos
antigenos encontrados no citoplasma (CHANG; LINDERMAN; KIRSCHNER,
2008); talvez por isso o HLA classe Il seja fundamental a resposta imune contra

M. tuberculosis.

Em relacdo a TB, dados contidos em artigos cientificos demonstram a
associacdo entre as moléculas de HLA classe Il e a suscetibilidade a doenca
(HILL, 2006; THUONG et al., 2008; EL BAGHDADI et al., 2013;). O primeiro alelo
de HLA classe Il associado a TB pulmonar foi o HLA-DQB1*0503. Tal resultado
foi obtido em uma pesquisa realizada no Camboja. Esse alelo codifica uma
substituicdo do aminoacido valina na posicdo 57 da molécula HLA-DQ por um
acido aspértico, resultando em uma perda de efetividade de ligagcdo dos
antigenos do bacilo, o que consequentemente torna o individuo suscetivel a TB
(GOLDFELD, A. E. et al., 1998).

Dentre os alelos de HLA classe Il associados a TB foram descritos os
seguintes: HLA-DRB1*16 (DUBANIEWICZ, ANNA et al., 2000), HLA-DRB1*15
(BORNMAN et al., 2004), HLA-DRB1*08:03, DQB1*06:01, DRB1*04, DQB1*03,
DRB1*14, DQB1*05, associados a suscetibilidade a TB pulmonar (RUGGIERO
et al., 2004; KIM et al., 2005; LOMBARD et al., 2006; SINGH et al., 2007). Em
2011, o estudo realizado em Portugal por Duarte et al (2011) identificou o alelo
HLA-DRB1*14 como a forma mais frequente nos pacientes com TB. Um estudo
de meta-andlise envolvendo 31 artigos com 3.416 pacientes com TB e 4.515
controles, encontrou na populacéo asiatica os seguintes alelos associados a TB:
HLA-DRB1*04, DRB1*09, DRB1*10, DRB1*15 e DRB1*16 (TONG et al., 2015).

Ha descrita uma diversidade de alelos HLA classe Il associados a
suscetibilidade a TB pulmonar, em que diferentes perfis genéticos sé&o
observados, variando de acordo com a populagdo. Dessa maneira, estudos

imunogenéticos em diferentes populacdes sdo fundamentais para identificar
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marcadores moleculares associados a TB, permitindo, com isso, a melhor
compreensao dos mecanismos do hospedeiro envolvidos na suscetibilidade e na

resisténcia a doenca.

3. OBJETIVOS
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Identificar os subtipos do HLA-DRB1*04 nos pacientes com TB pulmonar
e controles a fim de determinar um possivel marcador imunogenético associado

a doenca.

3.2. ESPECIFICOS
Determinar a distribuicdo dos subtipos de HLA-DRB1*04 em pacientes
com TB pulmonar e grupo controle.

Investigar os subtipos de HLA-DRB1*04 associados a TB pulmonar para

suscetibilidade ou para protecdo no desenvolvimento da doenca.

Avaliar as caracteristicas gerais de pacientes e controles associados a TB
pulmonar e sua interagdo com os genes de HLA-DRB1*04.

Analisar a predicao in silico das moléculas de HLA, codificadas pelos
subtipos de HLA-DRB1*04, possivelmente associadas a TB pulmonar, a proteina
ESAT-6 de M. tuberculosis.
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4. MATERIAL E METODOS
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. TIPO DE ESTUDO

O estudo é do tipo caso controle, em que foram determinados o0s subtipos
de HLA-DRB1*04 em pacientes com TB pulmonar e nos controles (individuos

saudaveis).

4.2. POPULACAO DE ESTUDO

Os pacientes foram selecionados na Policlinica de Referéncia em
Pneumologia Sanitaria Cardoso Fontes, Manaus-AM. Foram coletados sangue
e escarro dos pacientes diagnosticados com TB pulmonar.

4.3. CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram admitidos para o estudo pacientes com TB pulmonar e controles,
ambos nascidos na Amazébnia brasileira, ndo indigenas, cujos pais e avos
nasceram e viveram na mesma regido, nao relacionados entre si

(consanguinidade), de ambos os géneros, com idade entre 18 e 60 anos.

Foram selecionados pacientes com TB pulmonar, na fase inicial da

doenca, com resultados positivos para baciloscopia ou cultivo.

Os pacientes foram classificados assim: a) Multibacilar — individuos que
tiveram o0 escarro positivo para baciloscopia direta ou concentrada; e b)
Paucibacilar — individuos com resultados negativos para baciloscopia, mas com

resultados positivos para o cultivo.

Os controles foram representados por pessoas que estiveram expostas
ao M. tuberculosis, no entanto ndo desenvolveram a doenca e sdo saudaveis.
Esse grupo foi constituido pelos contatos dos pacientes com TB, sem

consanguinidade com os pacientes e entre si. Os contatos sdo considerados

39



individuos que convivem ou conviveram com 0s pacientes de TB, mas nao

desenvolveram a enfermidade.

4.4. CRITERIOS DE EXCLUSAO

Pacientes com outras enfermidades além da TB pulmonar, tais como
doencas autoimunes, neoplasias, diabetes, HIV positivos ou ainda individuos
que estavam fazendo uso de algum imunorregulador e gestantes foram
excluidos da amostra. Também foram desconsiderados os pacientes de TB com

recidivas e TB extrapulmonar.

4.5. INFORMACOES ETICAS E DE FINANCIAMENTO

Este projeto esta vinculado ao projeto aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com seres humanos da Universidade Federal do Amazonas sob n.°
CAAE: 0017.0.115.000-08.

A pesquisa recebeu apoio financeiro de projetos aprovados no PIPT/2007
(recurso recebido em 2008) e no PPSUS/2009 (recurso recebido em 2011),

coordenados pela orientadora, Professora Doutora Aya Sadahiro.

4.6. ATIVIDADES REALIZADAS

Na figura 5, estda descrito o fluxograma de atividades que foram

desenvolvidas no presente estudo.
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.

Selecéo de Pacientes com Tuberculose Pulmonar

Selecao de Controles

!

Exposicao da Pesquisa

e Apresentacédo do TCLE

Aceita participar

|

N&o aceita participar

Entrevista e coleta de informacdes

Coleta de Sangue

Coleta de Escarro

Figura 5. Fluxograma de atividades. *Controles — Individuos saudéaveis. O convite para o exame
bacteriol6gico foi oferecido, mas nem todos o realizaram.
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4.7. CALCULO AMOSTRAL

O numero de amostras bioldgicas coletadas foi estimado com a utilizac&o
do programa Gpower versdo 3.1. Foram considerados os dados notificados de
tuberculose (TB) pulmonar no ano de 2012, divulgados pela Secretaria Municipal
de Saude de Manaus (SEMSA): 1.770 casos de TB pulmonar registrados na
cidade de Manaus. Para realizacdo do calculo, utilizou-se o valor de a = 0,05
(5%), B = 0,1 (10%) obtendo poder estatistico de 0,9 (90%), resultando em um
ndamero presumido de 160 pacientes. O numero estimado de amostras dos
controles foi igual ao numero estimado de pacientes. O numero total presumido
de amostras foi de 320 casos. No entanto o numero total de amostras coletadas
no presente estudo foi de 622 casos, ou seja, superior ao estimado. Destes, 316
foram amostras de pacientes com TB pulmonar; e 306 representaram amostras

de controles.

4.8. AMOSTRAS BIOLOGICAS

Foram coletados 5mL de sangue periférico em tubo com anticoagulante
acido etileno diamino tetra-acético (EDTA) para a extracdo do DNA de acordo
com a técnica rapida com sais de brometo de tetrametilaménio (DTAB/CTAB),

proposta por Gustincich et al. (1991).

Apbs a extracao, as amostras de DNA foram diluidas (1:10), quantificadas
por espectrofotometria e ajustadas as concentracdes de uso. As amostras foram

armazenadas em freezer a - 20°C.

Os ensaios bacteriolégicos foram realizados no Laboratério de
Micobacteriologia, localizado no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia
(INPA). As amostras de escarro de pacientes foram processadas para realizacao
da baciloscopia direta, concentrada e cultivo, conforme descrito por (SALEM et
al., 1990; 2007).
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4.9. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A técnica de PCR foi utilizada para fazer a identificacdo de amostras de
pacientes e controles que expressam o alelo HLA-DRB1*04. Foram utilizados
primers especificos, 5 GTTTCTTGGAGCAGGTTAAAC 3’ (AMP4 Forward) e 5°
CCTAAACCTTCACCCCAACCAC 3’ (DR4 Reverse), que foram desenvolvidos
com a utilizagao do software SeqBuilder versao 11.

A PCR foi padronizada utilizando amostras de DNA de pacientes e
controles confirmados para HLA-DRB1*04. Esse resultado foi obtido de estudos
prévios realizados pela nossa equipe de pesquisa com a tipagem de HLA pela
técnica de PCR-SSP (Sequence Specific Primer), executada de acordo a
orientacdo do fornecedor. Foi utilizado o kit “Micro SSP™ Generic HLA Class |l
DNA Typing Tray” (One Lambda, 21001 Kittridge Street Canoga Park, CA 91303,
EUA).

O protocolo da PCR foi realizado de acordo com os dados descritos no
quadro 2. A andlise do produto de PCR foi feita por eletroforese em gel de
agarose (1,5%) corado com SYBR Green e revelado no transiluminador de luz

azul.

O tamanho do produto de PCR estimado foi de aproximadamente 700
pares de bases, com cobertura do exon 2 (270 pares de bases) e das regides

intrénicas.
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Quadro 2. Padronizagao da PCR

Reagentes [1 [1 ) 1 Reacéo Termpcicla_dor
Estoque Reacao Vol (uL) Veriti Applied
H20 - - 13,5
Programa: AMP4

Buffer PCR 10 X 1X 25
dNTPs 2mM 0,2 mM 25 Temp. | Tempo Ciclos
MgCl2 50 mM 2mM 1,25 96°C ’5:00” 1
Primer AMP4 F 10 uM 0,2 uM 0,5 96°C ’1:00”
Primer DR4 R 10 uM 0,2 uyM 0,5 64,5°C “1:00” 35
Taq DNA Pol 5 U/uL 1,25 U 0,25 72°C “1:00”
DNA 50 ng/pL 50 ng/pL 4 72°C 10:00” 1
Volume final 25 4°C 0
Volume do mix por reacao 21

4.10. SEQUENCIAMENTO DO HLA-DRB1*04

A reacdo de sequenciamento foi

realizada pelo método de

dideoxinucleotideos, descrito por Sanger; Nicklen; Coulson (1977). A remocao

de primers e nucleotideos néo incorporados na PCR, que poderiam interferir na

reacdo de sequenciamento, foi realizada com a utilizacdo de polietilenoglicol

(PEG) a 20%. Foi utilizado o kit BigDye Terminator versdo 3.1 para sequenciar

os fragmentos em ambas as dire¢des (forward e reverse). A leitura foi realizada

em eletroforese capilar no sequenciador automatizado ABI 3130xlI Genetic

Analyzer da Applied Biosystems.

A construcdo das sequéncias consensos foi realizada com o software

Geneious versdo R8 e foram comparadas com as sequéncias depositadas no

banco de dados IMGT/HLA.
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4.11. ANALISE ESTATISTICA

A estatistica descritiva foi utilizada para caracterizar o perfil dos pacientes
com TB pulmonar e controles que participaram deste projeto; e posteriormente
foi aplicado o teste de Qui Quadrado ou Exato de Fisher, dependendo da
natureza dos dados, para avaliar as diferengas entre os grupos. O nivel de

significancia adotado foi p < 0,05, e o intervalo de confianca foi de 95%.

Foi realizada regressao logistica stepwise, com p < 0,05 e intervalo de
confianca de 95% (IC), para avaliar nas caracteristicas gerais de pacientes com
TB pulmonar e grupo controle quais variaveis estavam associadas a doenca. As
variaveis analisadas foram paciente e controle (variaveis dependentes), vacina
BCG, tabagismo, consumo de alcool, ocorréncia de TB na familia, idade, género

e naturalidade (variaveis independentes).

A interacdo do gene HLA-DRB1*04 com as caracteristicas gerais foi
analisada pela regresséo logistica stepwise. As variaveis independentes que
foram associadas com TB pulmonar foram utilizadas em outra andlise de
regressdo logistica para avaliar a influéncia dos subtipos de alelos HLA-
DRB1*04 associados a TB pulmonar (varidvel dependente 1) e carga bacilar
(variavel dependente 2). Foram elaboradas as curvas ROC (Receiver Operating
Characteristics) para averiguar a precisdo de cada modelo de regressao
logistica. As andlises foram realizadas nos softwares GraphPad Prism versdo 6

e MedCalc versao 15.
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5. RESULTADOS
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5. RESULTADOS

5.1. CARACTERISTICAS GERAIS DA POPULACAO ESTUDADA

Neste estudo houve a coleta de 622 amostras biolégicas; destas, 316
foram de pacientes com tuberculose (TB) pulmonar e 306 de individuos
saudaveis (grupo controle). As caracteristicas gerais dos pacientes e controles
estdo dispostas na Tabela 1. A maioria dos individuos foi da cidade de Manaus.
Foram observadas diferencas significativas para as pessoas que consomem
bebidas alcodlicas (p < 0,0001; OR =7,28; IC 95% = 4,28 — 12,4), tabagismo (p
<0,0001; OR =11,7; IC 95% = 5,66 — 24,1) e género (p = 0,0002; OR =1,84; IC
95% = 1,33 — 2,53). Das amostras testadas, 75% foram de pacientes com TB
pulmonar multibacilar; e 25%, de paucibacilar.

Tabela 1. Caracteristicas gerais dos pacientes com TB pulmonar e controles

Caracteristicas Pacientes n =316 (%) Controles n =306 (%)
Género

Masculino, n (%) 194 (61,4%) 142 (46,4%)
Feminino, n (%) 122 (38,6%) 164 (53,6%)
Idade (anos), (M2 e SDb) 36+12,6 35+10,7
Vacina BCG

Sim, n (%) 212 (67,0%) 180 (58,8%)

Nao, n (%) 25 (8,00%) 36 (11,8%)
N&o sabe, n (%) 79 (25,0%) 90 (29,4%)
Consumo de alcool®

Sim, n (%) 87 (27,5%) 20 ( 6,5%)
Nao, n (%) 135 (42,7%) 226 (73,9%)
Sem dados, n (%) 94 (29,8%) 60 (19,6%)
Tabagismo®

Sim, n (%) 69 (21,8%) 9 (3,0%)
Né&o, n (%) 153 (48,4%) 233 (76,0%)

Sem dados, n (%)

94 (29,8%)

64 (21,0%)

Naturalidade

Manaus, n (%) 133 (42,1%) 191 (62,4%)
Outros municipios do Amazonas 80 (25,3%) 80 (26,2,%)
Outros estados da Amazénia brasileira 103 (32,6%) 35 (11,4%)

2 Média; P Desvio padrdo

¢ Consumo de alcool: individuos que consumiam = 4 doses para mulheres e = 5 doses para
homens, em uma mesma ocasiao, dentro dos ultimos 30 dias (BRASIL, 2014). 1 dose = 30 mL
de destilado (ou 12g de &lcool puro).

dTabagismo: foram definidos como tabagistas os que fizeram uso de cigarro diariamente, durante
um periodo de um ano ou mais (DEN BOON et al., 2005).
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5.2. IDENTIFICACAO DO ALELO HLA-DRB1*04 NOS PACIENTES E
CONTROLES POR REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Das 622 amostras submetidas ao processo de PCR, 288 foram positivas
para o alelo HLA-DRB1*04, sendo 59,2% de pacientes com TB pulmonar
(187/316) e 33,0% de controles (101/306). Na Figura 6, é possivel observar o

resultado da PCR de 12 amostras de pacientes com TB pulmonar.

I | |

Figura 6. Gel de agarose 1,5%, corado com SYBR Green, revelado no transiluminador de luz
azul. Deteccdo de HLA-DRB1*04 apds corrida com 0s seguintes parametros: Voltagem 130,
Ampere 110, tempo 60 minutos. Ladder de 100 pares de bases (A), amostras de pacientes com
TB pulmonar (1 — 12), controle negativo (B). Foram utilizados 4uL de produto de PCR.

Apés andlise estatistica dos dados, pelo teste Qui Quadrado com
correcdo de Yates, observou-se forte associacédo do alelo HLA-DRB1*04 para
suscetibilidade a TB pulmonar (p < 0,0001; OR = 2,94; IC 95% = 2,12 - 4,08).
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5.3. RESULTADOS DO SEQUENCIAMENTO DAS AMOSTRAS DE HLA-
DRB1*04 DE PACIENTES COM TB PULMONAR E CONTROLES

As 288 amostras positivas para HLA-DRB1*04, sendo 187 pacientes e

101 controles, foram submetidas ao sequenciamento para subtipagem. Na

Figura 7, consta um dos resultados do sequenciamento de DNA do alelo HLA-
DRB1*04.
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Figura 7. Leitura da sequéncia de DNA do HLA-DRB1*04. Cada uma das quatro cores (azul,
verde, amarelo e vermelho) representa uma base nitrogenada diferente (A). Para as constru¢des
das sequéncias consensos, foi utilizado o gene HLA-DRB1 como sequéncia de referéncia, gene
ID:3123. E possivel identificar na sequéncia consenso polimorfismo de base tnica, com destaque
em vermelho e verde (B).

As amostras foram sequenciadas com sucesso, tendo sido identificados

nove subtipos de HLA-DRB1*04, conforme listados na Tabela 2.

Os resultados de sequenciamento foram alinhados com as sequéncias
depositadas no Banco de Dados do IMGT/HLA (BLASTn). Além disso, foram
indicadas as origens étnicas conhecidas para cada subtipo do HLA-DRB1*04, de

acordo com os dados fornecidos pelo IMGT/HLA (Tabela 2).
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Tabela 2. Resultados das andlises das sequéncias de nucleotideos obtidas e
alinhadas com as sequéncias do IMGT/HLA e a origem étnica conhecida

Alelos Score Comprimento % % Origem Etnica
HLA-DRB1*04 Obtido (IMGT)  Identidade Positividade 9
DRB1*04:01:01 1085 561 (801 bp) 100 100 Caucasoide, Oriental
DRB1*04:02:01 1085 561 (801 bp) 100 100 Caucasoide
DRB1*04:03:01 1085 561 (801 bp) 100 100 Caucasoide
DRB1*04:04:01 1085 561 (801 bp) 100 100 Caucasoide
DRB1*04:05:01 1085 561 (801 bp) 100 100 Caucasoide, Oriental
DRB1*04:06:01 1085 560 (801 bp) 100 100 Caucasoide, Oriental
DRB1*04:07:01 1076 561 (801 bp) 99 99 Caucasoide,
Hispanico
DRB1%04:11:01 1085 561 (801 bp) 100 100 Aborigenes
australianos,
Hispanico?, MestigoP®
DRB1*04:92 1076 561 (663 bp) 99 99 Desconhecido®

2 Hispanicos: individuos miscigenados de caucasoides do Mediterraneo e amerindios; ® Mesticos: mistura
de vérias racas; ¢ Desconhecido: sem associagdo a nenhum grupo étnico.

5.4. DISTRIBUICAO E ANALISE DOS SUBTIPOS DE ALELOS HLA-
DRB1*04 EM PACIENTES COM TB PULMONAR E CONTROLES

As frequéncias dos nove subtipos de HLA-DRB1*04 identificados nas 288
amostras de pacientes de TB pulmonar (n=187) e controles (n=101) estdo

descritas na Tabela 3.

Os subtipos mais frequentes na populacdo investigada foram os
seguintes: HLA-DRB1*04:04:01 (22,5%) e HLA-DRB1*04:11:01 (50,8%). Este
altimo subtipo, juntamente com o HLA-DRB1*04:92, foi fortemente associado a
suscetibilidade para TB pulmonar (Tabela 3), enquanto o HLA-DRB1*04:07:01
foi associado a protecdo a doenca e néo foi encontrado nos pacientes com TB

pulmonar (Tabela 3).
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Tabela 3. Distribuicdo e analise de associagcao dos subtipos de HLA-DRB1*04
em pacientes com TB pulmonar e grupo controle

Alelos Pacientes Controles p

HLA-DRB1*04 n=187(%) n=101(%) valora OR IC95%
DRB1*04:01:01 6(3.2) 6 (5,9) 0,3544 0,525 0,165 — 1,67
DRB1*04:02:01 9 (4,8) 9(8,9) 0,2039 0,517 0,198 — 1,35
DRB1*04:03:01 9 (4,8) 9(8,9) 0,2039 0,517 0,198 — 1,35
DRB1*04:04:01 42 (22,5) 28 (27,7) 0,3185 0,755 0,434 - 1,32
DRB1*04:05:01 2 (1,1) 3(3,0) 0,3479 0,353 0,058 — 2,15
DRB1*04:06:01 3 (1,6) 2 (2,0) 1,0000 0,807 0,133 - 4,91
DRB1*04:07:01 0 (0,0) 12 (11,9) 0,0001 0,019 0,001 - 0,33
DRB1*04:11:01 95 (50,8) 32 (31,7) 0,0019 2,23 1,34 -3,70
DRB1*04:92 21 (11,2) 0 (0,0) 0,0002 26.21 1,57 — 438

8 Obtido pelo Teste Exato de Fisher; nivel de significancia p < 0,05

5.5. ANALISE DE REGRESSAO LOGISTICA DAS CARACTERISTICAS
GERAIS (VARIAVEIS) DOS PACIENTES DE TB PULMONAR E
CONTROLES

Os dados das caracteristicas gerais descritas na Tabela 1, de 316
pacientes com TB pulmonar e 306 controles, foram utilizados para a analise de

regressao logistica stepwise.

Da analise realizada, somente as variaveis consumo de alcool, género
(masculino) e tabagismo foram associadas a TB pulmonar, conforme resultados
descritos na Tabela 4.

A curva ROC (Figura 7) obtida neste estudo serviu para validar o modelo
utilizado da regressao logistica stepwise, que apresentou a area sob curva de
0,734, sendo esse valor considerado aceitavel e confiavel para validacdo do

teste utilizado.
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Tabela 4. Resultado da anélise de regressao logistica stepwise com as variaveis
associadas a TB pulmonar

Variaveis p valor OR IC 95%

Consumo de alcool 0,0016 4,32 1,74-10,7
Género (Masculino) 0,0001 2,69 1,64 — 4,40
Tabagismo 0,0442 3,16 1,03-9,69

Nivel de significancia p < 0,05
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Figura 8. Curva ROC para o modelo de regressdo logistica stepwise com as variaveis
independentes (consumo de alcool, tabagismo e género masculino) associadas a TB pulmonar
(AUC =0,734; IC 95% = 0,68 — 0,78; p < 0,0001).

5.6. ANALISE DE REGRESSAO LOGISTICA DAS VARIAVEIS
INDEPENDENTES E INTERACAO COM GENES DE HLA-DRB1*04

Outra andlise importante realizada neste trabalho foi verificar se a
interacdo das variaveis independentes com os genes de HLA-DRB1*04
influenciaria aumentando ou ndo o risco de suscetibilidade a TB pulmonar.
Somente os dados dos 187 pacientes de TB pulmonar e dos 101 controles,
positivos para HLA-DRB1*04, foram utilizados para essa andlise de regressao
logistica stepwise.
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5.6.1. ANALISE DE REGRESSAO LOGISTICA DAS VARIAVEIS
INDEPENDENTES E O GENE HLA-DRB1*04 (GENERICO) VERSUS TB
PULMONAR

Na analise de regresséao logistica, o consumo de alcool com a interacao
do gene HLA-DRB1*04 apresentou forte associacédo a TB pulmonar e aumentou,
de forma significativa, o risco de suscetibilidade a doenca (Tabela 5), quando

comparado ao resultado na auséncia do gene (Tabela 4).

Quanto as variaveis género (masculino) e tabagismo, a interacdo com o
gene HLA-DRB1*04 nao alterou o risco de suscetibilidade a TB pulmonar. Além
disso, para a variavel tabagismo, a interacdo com o gene néo foi estatisticamente
significativa (Tabela 5). As demais variaveis testadas — vacinados ou ndo para
BCG, idade e naturalidade — ndo apresentaram resultados significativos (dados
nao apresentados).

A curva ROC também foi gerada para essa analise de regressao logistica
stepwise, das variaveis independentes e do gene HLA-DRB1*04, com o valor da
area sob a curva de 0,745, demonstrando, assim, a precisdo e a confiabilidade

do modelo de regresséo utilizado (Figura 8).

Tabela 5. Resultado da anélise de regressao logistica stepwise, com as variaveis
consumo de alcool, género e tabagismo, incluindo o alelo HLA-DRB1*04

Variaveis p valor OR IC 95%

Consumo de alcool <0,0001 8,43 3,85-18,5
Género (Masculino) 0,0001 2,71 1,66 — 4,43
Tabagismo 0,0564 2,99 0,97 - 9,26
HLA-DRB1*04 0,0143 1,92 1,14 - 3,23

Nivel de significancia p < 0,05
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Figura 9. Curva ROC para o modelo de regressdo logistica stepwise com as variaveis
independentes e a interacdo com o gene HLA-DRB1*04, associadas a TB pulmonar (AUC =
0,745; IC 95% = 0,70 — 0,79; p < 0,0001).

5.6.2. ANALISE DE REGRESSAO LOGISTICA DAS VARIAVEIS
INDEPENDENTES E INTERACAO COM OS SUBTIPOS HLA-
DRB1*04:11:01 E HLA-DRB1*04:92 VERSUS TB PULMONAR

Para a andlise da regresséo logistica com as variaveis independentes e
interagdo com os subtipos de HLA, somente a variavel consumo de alcool e o
alelo HLA-DRB1*04:11:01 apresentaram dados estatisticamente significativos,
com risco extremamente elevado de suscetibilidade a TB pulmonar (Tabela 6),
quando comparado aos resultados anteriores para consumo de alcool sem a

interacéo com esse alelo (Tabela 4 e 5).

Embora o subtipo HLA-DRB1*04:92 tenha sido associado a TB pulmonar
com elevado risco de desenvolver a doenca (Tabela 3), nesta andlise de
interagdo, com as variaveis independentes, ndo foi observada nenhuma

associacao.

A Curva ROC do modelo de regressao logistica stepwise com variaveis
consumo de alcool e alelo HLA-DRB1*04:11:01 atingiu o valor da area sob a
curva de 0,719, indicando que os resultados desse modelo foram validos (Figura
9).
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Tabela 6. Resultado da andlise de regressao logistica stepwise com as variaveis
consumo de alcool e alelo HLA-DRB1*04:11:01 associadas a TB pulmonar

Variaveis p valor OR IC 95%
Consumo de alcool 0,0001 51,3 6,81 — 386
HLA-DRB1*04:11:01 0,0265 2,13 1,09 -4,14

Nivel de significancia p < 0,05
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Figura 10. Curva ROC para o modelo de regresséo logistica stepwise com as varidveis consumo
de alcool e alelo HLA-DRB1*04:11:01 associadas a TB pulmonar (AUC = 0,719; IC 95% = 0,65
—0,78; p <0,0001).

5.6.3. ANALISE DE REGRESSAO LOGISTICA DA VARIAVEL CONSUMO DE
ALCOOL E INTERACAO COM OS SUBTIPOS HLA-DRB1*04:11:01 E
HLA-DRB1*04:92 VERSUS TRANSMISSAO DA TB PULMONAR

Apobs ter identificado que a variavel consumo de alcool e genes de HLA-
DRB1*04 (genérico) e HLA-DRB1*04:11:01 (subtipo) estdo fortemente
associados a suscetibilidade para TB pulmonar (Tabelas 5 e 6), outra andlise de
regressao logistica foi incluida no estudo, que foi verificar se esses fatores
(consumo de alcool e genes) poderiam também estar vinculados a carga bacilar,
OuU seja, se existiria associacdo com pacientes de TB pulmonar das formas

multibacilar e paucibacilar.

Para essa analise de regressao logistica, foram avaliadas as variaveis
consumo de alcool e os genes de HLA-DRB1*04 nos pacientes de TB pulmonar

multibacilar e paucibacilar.
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O consumo de Aalcool, os subtipos HLA-DRB1*04:11:01 e HLA-
DRB1*04:92 foram associados a TB pulmonar da forma multibacilar, conforme

resultados descritos na Tabela 7.

Para validar o modelo de regressao logistica stepwise, com as variaveis
consumo de alcool e os alelos HLA-DRB1*04:11:01 e DRB1*04:92 associados a
transmissao da TB, foi elaborada a curva ROC (figura 10), com valor da area sob

curva de 0,743 considerado preciso e confiavel.

Tabela 7. Resultado da andlise de regressao logistica stepwise com as variaveis
consumo de &lcool e os alelos HLA-DRB1*04:11:01 e DRB1*04:92 associadas a
carga bacteriana

Variaveis p valor OR IC 95%

Consumo de alcool 0,0026 11,1 3,99 - 30,9
HLA-DRB1*04:92 0,0112 8,62 1,63 -45,5
HLA-DRB1*04:11:01 0,0442 2,01 1,03 -3,93

Nivel de significancia p < 0,05
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Figura 11. Curva ROC para o modelo de regresséao logistica stepwise com variaveis consumo
de &lcool e os alelos HLA-DRB1*04:11:01 e DRB1*04:92 associadas a carga bacteriana (AUC =
0,743; IC 95% = 0,68 — 0,80; p < 0,0001).
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5.7. ANALISE DE LIGACAO COMPUTACIONAL (IN SILICO) DE
MOLECULAS CODIFICADAS PELOS ALELOS HLA-DRB1*04:11:01 E
DRB1*04:07:01 COM ESAT-6 DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOQOSIS

Foram realizadas as predicbes dos epitopos imunodominantes do
antigeno de Mycobacterium tuberculosis cepa H37Rv e sua ligacdo com as
moléculas codificadas pelos alelos HLA-DRB1*04:11:01 e DRB1*04:07:01. Foi
utilizado o antigeno 6 kDa alvo antigénico precocemente secretado ESAT-6
(Early Secreted Antigenic Target of 6 kDa), niumero de acesso Rv3875.

As predicdes dos epitopos imunodominantes de ESAT-6 e suas ligacdes
com as moléculas codificadas pelos alelos HLA-DRB1*04:11:01 e
DRB1*04:07:01 foram realizadas com analise de algoritmos (in silico mapping)
pelo método NetMHCllpan (NIELSEN, M. et al.,, 2010) no Immune Epitope
Database and Analysis Resource (IEDB).

As ligacbes entre epitopos de ESAT-6 com as moléculas de HLA,
codificadas pelos alelos HLA-DRB1*04:11:01 e DRB1*04:07:01, estéo
categorizadas em percentil, conforme os resultados descritos na Tabela 8. Os
baixos valores de percentil mostram os fragmentos com as melhores afinidades
de ligacbes. E importante destacar que as regides centrais devem representar
os fragmentos dos antigenos que interagem com as moléculas de HLA,
determinando a afinidade de ligacdo e a especificidade. A analise de predicéo
para o HLA-DRB1*04:92 néo foi realizada, pois esse HLA ndo esta ainda no
banco de dados do IEDB.

Tabela 8. Predicdo de ligacdo dos epitopos de ESAT-6 com as moléculas de
HLA, codificadas pelos alelos HLA-DRB1*04:11:01 e DRB1*04:07:01

Alelos ANtAEnos ri v Sequéncias Regibes Percentil
HLA-DRB1*04 g inicio-fim q centrais rank
DRB1*04:07:01 ESAT-65-19 QWNFAGIEAAASAIQ FAGIEAAAS 1,58
DRB1*04:07:01 ESAT-6 4-18 QQWNFAGIEAAASAI FAGIEAAAS 1,96
DRB1*04:07:01 ESAT-6 6-20 WNFAGIEAAASAIQG FAGIEAAAS 3,78
DRB1*04:07:01 ESAT-63-17 EQQWNFAGIEAAASA FAGIEAAAS 4,55
DRB1*04:07:01 ESAT-67-21 NFAGIEAAASAIQGN FAGIEAAAS 8,31
DRB1*04:07:01 ESAT-6 2-16 TEQQWNFAGIEAAAS FAGIEAAAS 9,92
DRB1*04:11:01 ESAT-6 19-33 QGNVTSIHSLLDEGK VTSIHSLLD 13,3
DRB1*04:11:01 ESAT-6 18-32 IQGNVTSIHSLLDEG VTSIHSLLD 13,5
DRB1*04:11:01 ESAT-6 17-3: AIQGNVTSIHSLLDE VTSIHSLLD 16,1
DRB1*04:11:01 ESAT-6 62-76 ATELNNALQNLARTI LNNALQNLA 16,2
DRB1*04:11:01 ESAT-65-19 QWNFAGIEAAASAIQ FAGIEAAAS 16,6
DRB1*04:11:01 ESAT-6 16-30 SAIQGNVTSIHSLLD VTSIHSLLD 16,7

Percentil rank < 10,0 — melhor ligante
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5.8. DISTRIBUICAO DAS FREQUENCIAS DE HLA-DRB1*04 NO MUNDO

As informacdes da distribuicdo do HLA-DRB1*04 foram obtidas no banco
de dados “The Allele Frequency Net Database” (AFND). O alelo genérico
apresenta a maior frequéncia nas populacées do continente americano (América
do Sul e Central), conforme Figura 11A. E o subtipo HLA-DRB1*04:11:01
também tem maior frequéncia nas populagcdes do continente americano
(América do Sul e Central), consoante Figura 11B, embora a origem étnica desse
alelo inclua os aborigenes australianos, além dos hispanicos e dos mesticos
(Tabela 2). Os subtipos HLA-DRB1*04:92 e HLA-DRB1*04:07:01 sé&o,
respectivamente, mais frequentes nos Estados Unidos (Figura 11C) e no México
(Figura 11D). De acordo com os dados informados, os subtipos envolvidos na

TB pulmonar (Tabela 3) sdo frequentes nas Américas.

Figura 12. Distribuicdo das frequéncias de HLA-DRB1*04 no mundo. Alelo genérico HLA-
DRB1*04 (A) e subtipo HLA-DRB1*04:11:01 (B) sdo mais frequentes nas populacdes do
continente americano (América do Sul e Central). O subtipo HLA-DRB1*04:92 (C) é mais
frequente nos Estados Unidos, e o subtipo HLA-DRB1*04:07:01 (D) é mais frequente no México.
Abaixo do mapa, encontra-se a escala decimal de frequéncia alélica; as cores azul, verde e
vermelho representam baixa, intermediaria e alta frequéncia, respectivamente.

Fonte: GONZALEZ-GALARZA et al (2014), citagdo recomendada pelo banco de dados AFND.
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6. DISCUSSAO
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6. DISCUSSAO

A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa que foi considerada como
prioridade pela OMS em 1993. Isso colaborou com grandes progressos, visando
a deteccdo, ao tratamento e a cura dessa enfermidade. Apesar dos avancos, a
TB ainda continua sendo um dos principais problemas na saude publica,
acometendo milhdes de pessoas a cada ano; e é responsavel por milhdes de
Obitos (WHO, 2014).

Ha diversos fatores de risco associados a suscetibilidade a TB, tais como
pessoas infectadas com o virus HIV (BEKKER; WOOD, 2010; GETAHUN et al.,
2010), diabetes mellitus (GOLDHABER-FIEBERT et al., 2011; DOBLER; FLACK;
MARKS, 2012), tabagismo (JEE et al., 2009; GAMBHIR et al., 2010), consumo
de alcool (LONNROTH et al., 2008; COIS; EHRLICH, 2013), condi¢&o nutricional
(CEGIELSKI; ARAB; CORNONI-HUNTLEY, 2012; BHARGAVA et al., 2013),
genes do hospedeiro relacionados ao sistema imunologico (AMIRZARGAR et
al., 2004; SAHIRATMADJA et al., 2007; MA et al., 2010; ZHANG, Z. et al., 2012;
LU et al., 2014).

Entre os fatores imunogenéticos do hospedeiro, os genes de HLA tém
sido frequentemente associados a TB pulmonar (DUARTE et al., 2011; MAGIRA,
E. et al,, 2012; MISHRA, G. et al., 2014; SU; LI; SUN, 2014). Isso se deve ao
fato de o sistema HLA exercer um papel fundamental durante o processo de

apresentacao de antigenos aos linfocitos T helper (Th).

Dos genes de HLA, os resultados mais consistentes associados a TB
pulmonar tém sido com alelos de HLA classe Il, quando comparados aos de HLA
classe | (LINDENAU et al., 2014).

No presente estudo, o alelo HLA-DRB1*04 foi fortemente associado a
suscetibilidade a TB pulmonar, sendo estatisticamente significativo (p < 0,0001;
OR =2,94; 1C 95% = 2,12- 4,08). Esse resultado corrobora com o observado por
Lucena-Silva et al (2010), na populacao de Recife (p = 0,0324; OR = 2,44), que
também identificaram o alelo HLA-DRB1*04, associado a TB, assim como a
meta-analise realizada por Tong et al (2015), que demonstraram a mesma
associacao na populacéo asiatica (p < 0,001; OR =1,39; IC 95% = 1,21 — 160).
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Esses resultados mostram a importancia do sistema de HLA classe I, pois as
moléculas produzidas, normalmente, estdo envolvidas na apresentacdo de

antigenos proteicos de patdgenos fagocitados.

Os complexos formados de HLA classe Il e os peptideos séo
apresentados aos linfécitos Th; e, se o local estiver favoravel a IL-12 e IFN-gama,
ha predominio da resposta celular Thl, considerada protetora contra o bacilo da
TB (O'GARRA, A. etal., 2013).

Embora varios trabalhos confirmem a associacédo entre HLA-DRB1*04 e
a suscetibilidade a TB, ha um estudo realizado na populacdo mexicana que
encontrou risco reduzido para TB nos individuos com HLA-DRB1*04, estando
associado a protecéo (OR = 0,24; IC 95% = 0,07 — 0,84) (TERAN-ESCANDON
et al., 1999). Nesse caso, vale ressaltar que a maioria dos estudos de HLA
apresentava como limitacao o uso de técnicas de tipagens por baixa resolucao.
Com isso, ndo era possivel identificar quais subtipos de HLA-DRB1*04 estariam
de fato associados a TB pulmonar, indicando provavelmente que o subtipo desse
HLA, ligado a protecdo na popula¢do mexicana, deve ser diferente dos subtipos

gue foram associados a suscetibilidade a TB.

Além disso, ndo eram realizadas as andlises da interacdo do fator
genético com outras variaveis sabidamente envolvidas na TB, tais como

consumo de alcool, tabagismo e género.

Nos resultados observados neste trabalho, os individuos apresentaram
fortes associacdes a suscetibilidade a TB pulmonar, como consumo de alcool (p
=0,0016; OR =4,32; IC 95% = 1,74 — 10,7), tabagismo (p = 0,0442; OR = 3,16;
IC 95% = 1,03 — 9,69) e género, sendo os homens os mais afetados (p = 0,0001;
OR =2,69; IC 95% = 1,64 — 4,40). Esses resultados coincidem com os de outros
trabalhos realizados por Gambhir et al (2010), Cois, Ehrlich (2013) e Reed et al
(2013).

Quando o alelo genérico de HLA-DRB1*04 foi analisado junto com
consumo de alcool, tabagismo e género, a interagdo do alelo HLA-DRB1*04 (p
=0,0143; OR =1,92; IC 95% = 1,14 — 3,23) com as variaveis consumo de alcool
e género (homens mais afetados) aumentou o risco para TB pulmonar (p <
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0,0001; OR = 8,43; IC 95% = 3,85 — 18,5; p = 0,0001; OR =2, 71; IC95% = 1,66
— 4,43), respectivamente, mostrando uma forte interacao. O fator tabagismo nao
influenciou de forma expressiva o risco de desenvolver a doencga, na presenca
do gene HLA-DRB1*04. Esse fato, provavelmente, esta relacionado com o
namero reduzido de casos de tabagismo no Brasil, de forma que a populacdo da
Regido Norte apresenta o menor indice do Pais, com 13,4% de fumantes
(BRASIL, 2014).

Na analise dos subtipos, o HLA-DRB1*04:11:01 foi associado a
suscetibilidade a TB pulmonar (p = 0,0265; OR = 2,13; IC 95% = 1,09 — 4,14).
Essa associacdo pode ser, em parte, explicada pelo fato de a molécula de HLA-
DRB1*04:11:01 interagir de forma néo eficiente (afinidade intermediaria e baixa)
com os epitopos da ESAT-6 — proteina importante liberada pelo bacilo da TB. E
importante destacar que as regiées centrais dos epitopos (ESAT-6) interagem
com HLA-DRB1*04:11:01 determinando a afinidade de ligacdo e a
especificidade (JONES et al., 2006), de modo que a afinidade de ligacdo varia
de acordo com os residuos de peptideos que flanqueiam as regides centrais
(GODKIN et al., 2001). Esses dados foram evidenciados nos estudos in silico
(computacionais) de interacdo entre a molécula de HLA codificada pelo alelo
HLA-DRB1*04:11:01 com os determinantes antigénicos (epitopos) de ESAT-6.
Apesar de determinados fragmentos de ESAT-6 se ligarem com HLA-
DRB1*04:11:01, a afinidade de ligacao foi intermediéaria e principalmente baixa.
Por sua vez, a molécula codificada pelo alelo HLA-DRB1*04:07:01 apresentou
afinidade com seis fragmentos de ESAT-6, atingindo resultados que
determinaram as melhores ligacdes (IEDB, 2015). Os resultados observados na
predicdo in silico confirmaram aqueles observados nos modelos imunogenéticos
de suscetibilidade e de protecdo para TB pulmonar. Além disso, é sabido que a
boa resposta para células Th CD4 efetora necessita, inicialmente, da sinalizacédo
mediada por HLA classe Il/peptideo, coestimulacdo e citocinas, de modo que

precisa de uma boa ligacao entre HLA/peptideo (JOFFRE et al., 2009).

Nesse aspecto, as pessoas que expressam o HLA-DRB1*04:11:01 nao
desenvolvem uma resposta imunoldgica efetora; consequentemente o bacilo da

TB néo é neutralizado nem destruido, levando ao desenvolvimento da doenca.
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Outra analise incluida, neste estudo, foi elaborar um modelo de
associacao (regressao logistica stepwise) para investigar se os subtipos de HLA-
DRB1*04 estariam associados as formas multibacilar e paucibacilar na TB e,

consequentemente, ligados a transmissdo da doenca.

Os alelos HLA-DRB1*04:11:01 e DRB1*04:92 foram associados a forma
multibacilar da TB pulmonar (p = 0,0404; OR = 2,01; IC 95% = 1,03 - 3,93; p =
0,0112; OR = 8,62; IC 95% = 1,63 — 45,5), respectivamente; e também houve
uma forte interacdo desses alelos com o consumo de alcool (p < 0,0001; OR =
11,1; IC 95% = 3,99 — 30,9). A ingestdo de alcool na populagéo brasileira € de
24%, de forma que as regides Sul e Centro-Oeste apresentam as maiores taxas
de prevaléncias, com 28,4% e 25,4%, respectivamente. Contudo, nas
populacdes das regibes Centro-Oeste, Nordeste e Norte, as taxas de consumo
abusivo de alcool sédo elevadas, com 16,2%, 15,6 e 14,2%, respectivamente
(BRASIL, 2014). O consumo de alcool contribui para o desenvolvimento de TB
pulmonar, favorecendo o aumento da carga bacilar nos pulmdes, além de
ocasionar a diminuicdo do numero de células T CD4* e, consequentemente, a
menor liberacdo de IFN-y (MASON, C. M. et al., 2004).

Nossos resultados sugerem que os pacientes com TB pulmonar, que
expressam um desses dois subtipos de HLA, podem ser potenciais responsaveis
por manter a cadeia de transmissdo da doenca. Esses dados nos ajudam a
explicar que, além dos fatores conhecidos e relacionados a TB
(socioeconémicos, desnutricdo, uso de drogas etc.), o perfil genético do paciente
também pode colaborar para a manutencdo das taxas tao elevadas da doenca
na nossa regido. Ademais, pode haver o aumento do risco de transmissao da

doenca quando o perfil genético e o consumo de alcool estao juntos.

Outro resultado que merece uma investigacdo mais detalhada foi em
relacéo ao subtipo HLA-DRB1*04:07:01, o qual foi encontrado somente no grupo
controle, em 12 individuos (Tabela 3) e apresentou valores estatisticamente
significativos para protecdo a TB. Isso sugere que individuos detentores desse
alelo sdo mais resistentes a infeccdo pelo bacilo da TB. Curiosamente, o HLA-
DRB1*04:07:01 contribui para o desenvolvimento de artrite reumatoide (AR)

(ZANELLI, E.; BREEDVELD, F. C.; DE VRIES, R. R., 2000).
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Pessoas com HLA-DRB1*04:07:01 tém fator de risco reduzido e talvez
fiqguem protegidas da TB, mas ficam suscetiveis a desenvolver AR. Esse alelo
expressa no dominio transmembrana da molécula de HLA classe Il o aminoacido
metionina (M). Uma mudanca de nucleotideo no codon 207 (G/A) resulta em uma
diminuicdo na producdo do aminoacido metionina (M), com aumento de
producdo do aminoécido valina (M< V), quando comparado com o subtipo de
alelo HLA-DRB1*04:92 (BALAS; GARCIA-SANCHEZ; VICARIO, 2011).

Ainda no contexto do HLA de classe Il, ndo ha duvidas sobre a influéncia
da diversidade do sistema HLA nos resultados dos estudos populacionais. Por
esse fato, considerou-se importante destacar o panorama da distribuicdo do
HLA.

Na Ameérica do Sul, o HLA-DRB1*04 (genérico) é mais frequente nas
populacdes da Argentina e do Brasil, com média de 39,6% e 22,0%,
respectivamente (GONZALEZ-GALARZA et al., 2014). O subtipo HLA-
DRB1*04:11:01 também é comum nas populacdes do Brasil e da Argentina, com
média 14,0% e 20,2%, respectivamente (TSUNETO, L.T. et al., 2003;
GONZALEZ-GALARZA et al., 2014). O HLA-DRB1*04:92 ¢é pouco encontrado no
mundo, sendo associado com a populacdo afro-americana do sul dos Estados
Unidos com uma frequéncia génica de 0,0027 (GRAGERT et al.,, 2013;
GONZALEZ-GALARZA et al., 2014). O HLA-DRB1*04:07:01 possui uma média
de frequéncia de 34,5% na populacdo mexicana (VARGAS-ALARCON, G. etal.,
2000; GARCIA-ORTIZ, J. E. et al., 2006; GONZALEZ-GALARZA et al., 2014);
possivelmente esse seja o0 alelo presente no estudo realizado por Teran-
Escanddn et al (1999).

Diante desses resultados de associacdo do HLA com a TB pulmonar,
assim como dos resultados das analises de regresséao logistica da interacao dos
genes de HLA-DRB1*04 com outros fatores de risco ao desenvolvimento da TB,
€ possivel ter certeza de que estamos apenas no inicio de uma longa
investigacdo, que direciona varios desdobramentos da complexa rede de
respostas a TB. Nesse processo, sem duvida o HLA e outros genes relacionados
a resposta imune devem ser valorizados para ajudar, de alguma forma (direta ou

indireta), na dificil missdo do “controle da tuberculose”.
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7. CONCLUSOES

O HLA-DRB1*04 foi mais frequente nos pacientes com TB pulmonar,
quando comparado ao grupo controle, demonstrando uma forte associacéo

desse gene para suscetibilidade & TB pulmonar.

No presente trabalho, nove subtipos de HLA-DRB1*04 foram
identificados. Desses, trés subtipos foram associados a TB pulmonar, sendo dois
para suscetibilidade a doenca: HLA-DRB1*04:11:01 e HLA-DRB1*04:92; e um
para protecdo: HLA- DRB1:04:07:01.

As variaveis consumo de alcool, tabagismo e género masculino foram
associadas a suscetibilidade a TB pulmonar, confirmando os resultados ja
descritos em artigos cientificos.

O subtipo HLA-DRB1*04:11:01 mostrou ser o principal responsavel pela
suscetibilidade a TB pulmonar. Esse alelo apresentou forte interagdo com o

consumo de alcool, independentemente do género.

Os subtipos HLA-DRB1*04:11:01 e DRB1*04:92 foram mais frequentes
nos pacientes multibacilares, indicando que esses genes estdao envolvidos na
transmissao da TB pulmonar e possivelmente estéo relacionados a gravidade da
doenca, pois pacientes com carga bacilar positiva ndo desenvolvem uma
resposta imunolégica efetora e ndo conseguem neutralizar e eliminar os bacilos.
Ambos 0s subtipos possuem forte interacdo com consumo de alcool,
independentemente do género.

O subtipo HLA-DRB1*04:07:01 foi encontrado somente no grupo dos
controles (individuos saudaveis) e foi associado a protecdo contra a TB

pulmonar.

Na analise de predigéo in silico das moléculas de HLA, codificadas por
HLA-DRB1*04:11:01 e HLA-DRB1*04:07:01, com a proteina ESAT-6 de
Mycobacterium tuberculosis (H37Rv), elas apresentaram ligacdes de baixa e alta
afinidades, respectivamente, com peptideos da ESAT-6, confirmando os
resultados observados nas analises imunogenéticas de associacdo com a TB

pulmonar.
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Consideracoes finais:

Neste estudo, foi possivel determinar associacdes dos alelos de HLA
classe Il com a TB pulmonar, contribuindo para ampliar o conhecimento a
respeito dos fatores imunogenéticos do hospedeiro envolvidos nessa
enfermidade, além de informar a distribuicdo dos subtipos de HLA-DRB1*04 na
populacdo oriunda da Regido Amazobnica. Trata-se de dados que serdo uteis
para estudar a frequéncia do HLA em analises populacionais de migracao e de
evolucdo humana, como também para ajudar a esclarecer as taxas elevadas da

TB e de outras doengas infecciosas existentes na Regiéo.

E importante enfatizar que é fundamental dar continuidade a essa linha
de pesquisa, ampliando o numero de casos a serem avaliados, com
possibilidade de reunir dados de outras populacdes do Brasil e de outros paises.
Ademais, isso possibilitara a inclusao de outros genes ligados a resposta imune,
além do HLA.
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8. EQUIPE DE PESQUISA

Nome

Instituicao

Funcéao

Responsabilidade no

projeto
Coordenador. Executor das
01 | Dhémerson Souza de Lima UFAM? Mestrando PCRs, Sequenciamento
dos loci especificos
02 | Aya Sadahiro UFAM? Docente Orientadora
03 | Rajendranath Ramasawmy EMT/HVD* Pesquisador Coorientador
Consultor nos ensaios de
04 | Mauricio Morishi Ogusku INPA2? Pesquisador .b'°'°,g"'?‘ molecularg no
diagnostico laboratorial da
B
o ~ Cardoso Médica Consultora na selecao dos
05 | Irineide Assumpc¢ao Antunes 3 . .
Fontes Pneumologista | pacientes e dos controles
07 Antonio Luiz Ribeiro UFAML Docente Consultor nas analises dos
Boechat Lopes dados
. Auxilio no cultivo e na
2
08 | Maisa Porto dos Santos INPA Mestre realizaciio de PCR/PRA
Auxilio na coleta de
09 | Vanessa Alves de Almeida UFAM! Mestranda amostras de sangue de
pacientes e de controles
Auxilio na coleta de
10 | Julio Cesar Maciel Bonet UFAM! Graduando amostras de sangue de

pacientes e de controles
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10. ANEXOS

PARECER DO COMITE DE ETICA DA UFAM

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
Comité de Etica em Pesquisa — CEP/UFAM

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas
aprovou, em reunido ordinaria realizada nesta data, por unanimidade de votos, o
Projeto de Pesquisa protocolado no CEP/UFAM com CAAE n°. 0017.0.115.000-08,
intitulado: “Polimorfismo dos genes de HLA classe II, TNF-ailfa e PDCD-1 em
pacientes com Tuberculose pulmonar nascido no estado do Amazonas”, tendo
como Pesquisadora Responsavel Aya Sadahiro.

Sala de Reunidio da Escola de Enfermagem de Manaus — EEM da Universidade
Federal do Amazonas, em Manaus/Amazonas, 05 de margo de 2008.
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Prof* Dra Maria de Meneses Percira
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
(INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS)
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o(a) Sr.(a) para participar do Projeto de Pesquisa “Polimorfismo dos genes de HLA
Classe Il, TNF-alfa e PDCD-1 em pacientes com tuberculose pulmonar nascidos no Estado do
Amazonas”, que sera realizado na Universidade Federal do Amazonas (UFAM) e pretende saber
em que forma se encontra um componente existente no sangue de pessoas com e sem a tuberculose
pulmonar. A pesquisadora responsavel pelo projeto é a professora Aya Sadahiro e pede sua
autorizacao para coletar (tirar) um pouquinho do seu sangue (cinco mililitros) para poder fazer
este estudo. O(a) Sr.(a) foi um dos selecionados para sabermos se 0 componente do sangue esta
ou n&o diferente em quem tem a doenga e em quem n&o tem a doenca. O sangue que nédo for usado
ndo seréa guardado, sendo descartado com todo o cuidado. A coleta do sangue seréa feita em uma
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desaparecerd de trés a quatro dias apos a coleta, mas esperamos que nada disso aconteca. Se,
depois de autorizar a coleta, o(a) Sr.(a) ndo quiser que seu sangue seja usado, tem o direito e a
liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, seja antes, seja depois da
coleta do sangue, independentemente do motivo e sem prejuizo do atendimento que esta
recebendo. O(a) Sr.(a) ndo terd nenhuma despesa e também n&o ganharé nada. A sua participacéo
¢ importante para o melhor conhecimento dessa doenca e de como pode ser mais bem
diagnosticada.

Os resultados da pesquisa serdo analisados e publicados, mas sua identidade nédo sera divulgada,
sendo guardada em segredo para sempre. Para qualquer outra informacdo, o(a) Sr.(a) podera
entrar em contato com o(a) pesquisador(a) pelo telefone (92) 3643-3057 ou pelo e-mail:
asadahiro@ufam.edu.br

Consentimento Pds-Informacéo

Eu, . fui informado
sobre 0 que o pesquisador quer fazer e por que precisa da minha colaboracdo e entendi a
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