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RESUMO

A Tuberculose (TB) € uma doenca infectocontagiosa causada pelas bactérias do complexo
Mycobacterium tuberculosis, considerada a primeira e principal causa de morte por unico
agente infeccioso de acordo com a Organizacdo Mundial da Sadde. Em 2017, cerca de 1,3
milhdes de Obitos e 10 milhdes de casos novos ocorreram no mundo devido a TB. Neste
mesmo ano, a taxa de incidéncia no Estado do Amazonas foi de 74,1 casos/100 mil
habitantes, a mais elevada do pais. Este cenério retrata que a TB continua sendo um
preocupante problema de saude publica. Aproximadamente 10% dos individuos infectados
desenvolvem a TB ativa. Diante desse fato, fatores genéticos do hospedeiro podem contribuir
e desencadear diferentes respostas imunoldgicas ao agente infeccioso. A resposta imune inata
é a primeira linha de defesa contra diversos micro-organismos, inclusive para micobactérias.
Durante a infeccdo, complexos proteicos intracelulares conhecidos como inflamassomas séo
ativados, sendo essenciais no controle do crescimento bacteriano, atraves da ativacdo e
secrecdo de citocinas pré-inflamatorias, como IL-1p e IL-18. Neste contexto, polimorfismos
em genes de inflamassomas podem resultar em diferentes respostas a infeccdo. Além disso, 0s
estudos imunogenéticos em pacientes com TB residentes da regido Norte do Brasil ainda sdo
considerados raros, principalmente, no Amazonas, estado com alto coeficiente de incidéncia
da TB. Por esta razdo, o presente trabalho avaliou os polimorfismos de base Unica (SNP) em
genes dos inflamassomas NLRP1 (rs35865013), NLRP3 (rs3806265) e AIM2 (rs1103577) e
componentes relacionados CARD8 (rs2009373) e CTSB (rs1692816), em pacientes com TB.
Foram incluidas amostras de 434 pacientes com TB pulmonar (TBP), 143 pacientes com TB
extrapulmonar (TBE) e 549 controles (contatos) recrutados na Policlinica Cardoso Fontes na
cidade de Manaus. A determinacdo das concentragdes de IL-1p foi realizada, por ELISA, em
amostras de pacientes TBP (n=30), TBE (n=20) e em controles (n=30). A maioria dos SNP
tiveram frequéncia superior a 10,0% na populacdo deste estudo. Verificou-se associagdo
estatisticamente significativa do genétipo AC do SNP rs1692816 no gene CTSB para protecédo
em pacientes com TBP (p=0,027; OR=0,53). Além disso, foi verificada uma tendéncia do
gendtipo TT do SNP rs1103577 no gene AIM2 para protecdo no sexo masculino em pacientes
com TBP (p=0,027 e OR=0,69; pajust=0,051 e OR,just=0,68). Houve diferenca significativa na
concentracdo de IL-1PB no genotipo AA do gene CTSB rs1692816, sugerindo que individuos
com esse genotipo apresentam uma melhor resposta da imunidade inata contra o bacilo da TB.
Os resultados deste estudo reforcam cada vez mais a importancia dos inflamassomas na TB,
contribuindo para a melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na resposta
imunolégica do hospedeiro e, assim, elucidando os fatores associados a protecdo e risco para
TB que justifiquem coeficientes tdo elevados da doenga no Amazonas.

Palavras-chave: Tuberculose; inflamassoma; polimorfismos; IL-18; NLRP1; NLRP3; AIMZ2;
CARDS; CTSB



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by the Mycobacterium tuberculosis
complex and it is considered the first and leading to cause of death by single infectious agent
according to the World Health Organization. In 2017, about 1.3 million deaths and 10 million
of new cases occurred worldwide causing TB. In the same year, the incidence rate in the state
of Amazonas was 74.1/100 thousand inhabitants, the highest in the country. This scenario
confirms TB remains a public health problem. Among infected individuals 10% develop
active TB. In view of this fact, genetic factors of the host can contribute and trigger different
immune responses to bacilli. The innate immune response is the first line of defense against
several microorganisms, including mycobacteria. During infection, intracellular protein
complexes known as inflammasome are activated and they are essential for controlling
bacterial growth through the activation and secretion of proinflammatory cytokines such as
IL-1B and IL-18. In this context, polymorphisms in genes of inflammasome may result in
different responses to infection. In addition, immunogenic studies in inflammasomes in the
northern region are still considered rare. Therefore, the present study evaluated single-
nucleotide polymorphisms (SNPs) in inflammatory genes NLRP1 (rs35865013), NLRP3
(rs3806265) and AIM2 (rs1103577) and related components CARD8 (rs2009373) and CTSB
(rs1692816) in patients with TB. In this study, were included 434 patients with pulmonary TB
(TB), 143 patients with extrapulmonary TB (TB) and 549 controls (contacts) recruited from
Reference Center for Sanitary Pneumology ‘‘Policlinica Cardoso Fontes’’, Manaus-AM,
Brazil. The determination of IL-1f concentrations was performed by ELISA in samples of
TBP (n=30), TBE (n=20) and controls (n=30). SNP CTSB rs1692816 was associated with
protective of ETB vs PTB (p: 0.027, OR: 0.53) and after that adjusted for sex and age (p:
0.02; OR: 0.50; 95% CI: 0.27-0.94). SNPs had a frequency greater than 10.0% in the study
population. The rs1103577 SNP TT genotype in the AIM2 gene was observed for male
protection in patients with TBP (p=0.027 and OR=0.69, pajust = 0.051 and OR = 0.68). There
was a significant difference in the concentration of IL-1p in the AA genotype of the CTSB
gene rs1692816, suggesting that individuals with this genotype present a better response of
the innate immunity against the TB bacillus. The results of this study increasingly reinforce
the importance of inflammasomes in TB, contributing to a better understanding of the
mechanisms involved in the immune response of the host and thus elucidating the factors
associated with protection and risk for TB that justify such high coefficients of the disease in
the Amazonas.

Keywords: Tuberculosis; inflammasome; polymorphisms; IL-1B; NLRP1; NLRP3; AIM2;
CARDS; CTSB
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1 INTRODUCAO

A tuberculose (TB) ainda é considerada um grave problema de saude publica, apesar
de terem passado 136 anos apos a descoberta por Robert Koch, em 1882, pois mantem-se com
elevada morbidade e mortalidade (O’GARRA et al., 2013). Mundialmente, a TB enquadra-se
como a primeira e principal causa de morte proporcionada por uUnico agente infeccioso, a qual
vem afetando a humanidade durante milénios (WHO, 2018).

Segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS) cerca de um terco da populagdo
mundial esta infectada com o bacilo causador da TB (WHO, 2016) e, somente no ano de
2016, aproximadamente 1,3 milhdes de individuos morreram com TB e, estima-se que, houve
cerca de 10,4 milhdGes de casos novos da doengca (WHO, 2017). Em 2017, cerca de 1,3
milhdes de 6bitos e 10 milhGes de casos novos ocorreram no mundo devido a TB (WHO,
2018). Recentemente, o Ministério da Saude divulgou que no Brasil foram notificados 69.569
casos novos da doenca com coeficiente de incidéncia de 33,5 casos/100 mil habitantes no ano
de 2017 (BRASIL, 2018a).

O elevado nimero de casos novos de TB tem sido associado a diversos fatores,
principalmente devido ao comprometimento do sistema imune. Fatores como alta incidéncia
de infeccdo pelo HIV/Aids, desnutricdo, diabetes, tabagismo e o aumento das micobactérias
resistentes aos medicamentos disponiveis, estdo associados ao maior risco no
desenvolvimento da TB (WARNER et al., 2015).

A TB € uma doenca infectocontagiosa causada por micobactérias pertencentes ao
complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) (GALAGAN, 2014) associada a fatores
sociais, ambientais e genéticos (MEYER; THYE, 2014). A imunopatogenia das micobactérias
continua sendo um mecanismo complexo, heterogéneo, multifatorial e ndo completamente
compreendido, principalmente no que diz respeito aos fatores relacionados ao hospedeiro, as
quais contribuem para as diferentes respostas pelos individuos, bem como o envolvimento da
resposta imune no combate a esse micro-organismo invasor (CADENA; FORTUNE;
FLYNN, 2017; O’GARRA et al., 2013).

A resposta imune inata é a primeira linha de defesa contra a infeccdo microbiana
(FRANCHI; MUNOZ-PLANILLO; NUNEZ, 2012). Durante a infeccio por micobactérias, 0s
macrofagos e as células dendriticas atuam formando inflamassomas, que sdo sensores
intracelulares, envolvidos na secrecdo de citocinas, principalmente da IL-1B, ¢

consequentemente promovem a resposta inflamatoria contra o patdgeno, controlando o
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crescimento bacteriano e auxiliando na sua eliminacdo (BRIKEN; AHLBRAND; SHAH,
2013).

Diante dos fatos, estudos vém sendo realizados e mostram evidéncias sobre a
participacdo dos inflamassomas na resposta imune contra infecces micobacterianas, visto
que algumas pesquisas in vivo observaram os inflamassomas AIM2 e NLRPS3,
desempenhando papeis importantes na infecgdo a M. tuberculosis. Em estudo realizado com
modelo experimental, Saiga et al. (2012) verificaram que camundongos com deficiéncia em
AIM2, que reconhece o DNA bacteriano presente no citosol, apresentaram maior
suscetibilidade a infec¢do a M. tuberculosis, devido a resposta Tyl e produgdo defeituosa de
IL-1 e IL-18. No estudo in vitro, utilizando macréfagos, realizado por Mishra et al. (2010), os
autores relataram que o fator de viruléncia ESAT-6, secretado por M. tuberculosis, ativa
NLRP3 e estimula a caspase-1, promovendo a secrecdo de IL-1B, que é regulada por varias
proteinas NLR/CARD.

Desta forma, verifica-se que a IL-1p ¢ um importante mediador envolvido na
resisténcia e defesa bem-sucedida contra micobactérias, como demonstrado no estudo in vivo,
ao constatarem que camundongos knockout para IL-1p foram mais suscetiveis a infecgdo por
Mycobacterium tuberculosis, quando comparados ao grupo controle (MAYER-BARBER et
al., 2011).

Segundo Gagneux (2012) e Behar et al. (2014) um dos fatos mais intrigantes a respeito
da TB é o motivo de aproximadamente 10% dos individuos infectados desenvolverem a
doenca ativa e os demais, em torno de 90%, permanecerem assintomaticos. Levando em
consideracdo que o estado do Amazonas (74,1 casos de TB/100 mil habitantes) e a capital
Manaus (104,7 casos de TB/100 mil habitantes) registraram os maiores coeficientes de
incidéncia de TB do pais (BRASIL, 2018a), esses dados sdo preocupantes e chamam atencéo
para investigar os motivos de indices tdo elevados da TB na regido, bem como compreender
0s mecanismos relacionados a doenca.

Sabe-se que a complexidade de uma doenca pode ser influenciada e relacionada a
diversos fatores e entre eles, tem-se 0s aspectos genéticos do hospedeiro. Estudos sobre o
perfil genético dos pacientes de TB tem contribuido de forma significativa para a
variabilidade na resposta a infeccdo a M. tuberculosis (PARAMEL; SIRSJO; FRANSEN,
2015). Neste contexto, os polimorfismos genéticos em inflamassomas podem modificar a sua
funcdo fisiologica e contribuir para suscetibilidade, gravidade e resultado da doenga (SOUZA
DE LIMA et al., 2016).
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Atualmente, a comunidade cientifica tem voltado sua atencdo para os estudos
moleculares, pois 0s mesmos podem colaborar para uma melhor compreensdo dos
mecanismos envolvidos na interacdo patdgeno-hospedeiro. Além disso, poderdo colaborar nas
perspectivas de estratégias imunoterapéuticas no futuro. Adicionalmente, auxiliardo na
descoberta dos fatores de riscos imunogenéticos associados a TB (COOKE; HILL, 2001,
COSCOLLA; GAGNEUX, 2014).

Diante do exposto, avaliou-se os polimorfismos de base Unica (SNP), em genes que
codificam inflamassomas NLRP1, NLRP3, AIM2 e os genes de componentes relacionados aos
inflamassomas CARD8 e CTSB, em pacientes com TB pulmonar e extrapulmonar, visto que
os inflamassomas sdo importantes componentes envolvidos na resposta inicial contra o bacilo
da TB.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos gerais da tuberculose

A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa causada por micobactérias
pertencentes ao complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) (GALAGAN, 2014). De
acordo com a classificacdo taxonémica, as micobactérias causadoras da TB pertencem ao
género Mycobacterium, familia Mycobacteriaceae, subordem Corynebacteriaceae e da ordem
Actinomycetales (EUZEBY, 2014).

O género Mycobacterium compreende o Unico da familia Mycobacteriaceae no qual
estdo agrupadas diferentes espécies de patdgenos causadores de doencas, tanto em humanos
como em animais. Além das espécies pertencentes ao MTBC, este género abrange M. leprae e
as NTM (Micobactérias ndo causadores de tuberculose). Algumas das espécies pertencentes
aos membros do MTBC e a M. leprae constituem importantes espécies do género
Mycobacterium devido ao seu potencial patogénico em humanos (GOOD, 1985).

De modo geral, as micobactérias apresentam algumas caracteristicas em comum sendo
assim bactérias aerdbias, intracelulares facultativas (CHINTA et al., 2016), imdveis, ndo
formadoras de esporos e apresentam propriedades de alcool-acido resisténcia, sendo
denominados bacilos alcool-acidos resistentes (BAAR), demonstrada pela coloracéo de Ziehl-
Neelsen. Morfologicamente, podem apresentar-se na forma de bacilos levemente curvos ou
retos, de diametro em torno de 0,2 a 0,6 pum e comprimento de 1 a 10 um. As col6nias das
micobactérias dispdem de uma morfologia diversificada podendo ser lisas a rugosas ou
pigmentadas ou ndo (com tempo de divisdo de 16-20 horas) (ROGALL et al., 1990).

Estruturalmente, as micobactérias possuem membrana plasmatica cercada por uma
parede celular complexa, constituida de carboidratos (peptidoglicano, arabinogalactanas)
ligada a lipideos e um espaco periplasmatico situado entre a membrana plasmaética e o
peptidoglicano (DAFFE, 2015).

A parede celular apresenta propriedades hidrofébicas e é composta de peptidoglicano,
arabinogalactanas e alto conteudo lipidico, principalmente de acidos micoélicos. Os acidos
micolicos sdo estruturas caracteristicas da parede celular das micobactérias, os quais
promovem resisténcia a degradacdo por enzimas presentes nos lisossomos, conferindo uma
camada bastante espessa em comparacdo com outras bactérias. O peptidoglicano é ligado
covalentemente as arabinogalactanas e € constituido de N-acetilglicosamina e &cido N-
glicolilmuranico (KLEINNIJENHUIS et al., 2011).
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Diferentes espécies de micobactérias como, por exemplo, Mycobacterium tuberculosis
possuem na membrana plasmaética glicolipideos: fosfatidil inositol-manosideo (PIM-
Phosphatidylinositol mannosides), lipomanana (LM) e lipoarabinomanana (LAM), que se
estendem até o exterior da parede celular e funcionam como fatores de viruléncia
(ABDALLA etal., 2012; CHATTERJEE; KHOO, 1998).

Devido as suas diferentes propriedades, as micobactérias podem ser classificadas
qguanto as suas caracteristicas de crescimento em rapido ou lento; quanto ao grau de
patogenicidade (estritos, potencialmente e raramente patogénica) e quanto sua capacidade de
produzir pigmento (pequena, nenhuma quantidade) em meio de cultura (Classificacéo
proposta por Runyon). Além disso, podem ser agrupadas em dois grupos que incluem as
micobactérias ndo causadoras de tuberculose (NTM) e o complexo Mycobacterium
tuberculosis (MTBC) (BRASIL, 2008).

As NTM séo agentes patogénicos oportunistas isolados de fontes ambientais como
aguas, solos, poeiras e vegetais, que acometem tanto humanos quanto animais (JOHNSON;
ODELL, 2014), sendo constituidos por mais de 200 espécies (DSMZ, 2019). O MTBC ¢
classificado, de acordo com as caracteristicas bioquimicas e sua homologia de sequéncia
gendmica, em espécies filogeneticamente e com espectros de hospedeiros distintos que
incluem: M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis (BCG), M. canettii, M. africanum, M. microti,
M. caprae, M. pinnipedii, M. suricattae, M. mungi e M. orygis (COSCOLLA; GAGNEUX,
2014; FORRELLAD etal., 2013; TIENTCHEU; KOCH; NDENGANE, 2017).

Em humanos a TB € causada, principalmente, por M. tuberculosis e M. africanum,
(esta Gltima espécie, limitada a Africa Ocidental) que apresentam sobrevivéncia restrita fora
do corpo humano e sem reservatorios conhecidos em outros animais. No entanto, algumas
espécies do MTBC podem acometer e causar doencas em uma variedade de animais, por
exemplo, M. bovis (bovinos), M. microti (roedores), M. caprae (ovinos e caprinos), M.
pinnipedii (focas e os ledes marinhos), M. suricattae (suricatos), M. mungi (mangustos), M.
orygis (antilopes) (GAGNEUX, 2012).

Dependendo do curso da infeccdo, esta pode resultar em diferentes cenarios. Em
alguns individuos a infeccdo pode ser eliminada pelo sistema imune do hospedeiro, outros
casos continuar na forma progressiva no pulmao, apresentando quadros sintomaticos (TB
pulmonar ativa) e mantendo a cadeia de transmissé@o da doenga (BRASIL, 2011). Ou tornar-se
estacionaria cujo quadro é clinicamente assintomatico e a reativacdo acontecer meses ou anos

depois dependendo da imunidade do individuo (TB pulmonar latente). Ou ainda resultar na
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disseminacdo hematogénica e assim atingir outros 6rgdos (TB extrapulmonar) (AGUILAR-
AYALA et al., 2016).

Estudos informam que das diferentes formas clinicas da TB, a TB pulmonar é a mais
frequente e estima-se que 25% dos casos apresentam a TB extrapulmonar. Ha estimativa que
da populacdo exposta a M. tuberculosis, 30% tornam-se infectados, e destes individuos
infectados 90% evoluem para a TB pulmonar latente, conseguindo controlar a infecgdo, sem
apresentar sinais e sintomas da doenca, e cerca de 5 a 10% poderdo desenvolver a TB
pulmonar ativa (SHALER et al., 2012).

Em relagéo a TB extrapulmonar, pode ser resultado da reativagéo da infecgéo latente,
e o bacilo poderd acometer diversos 6rgaos e tecidos, como os linfonodos, a pleura, o trato
gastrointestinal, o tecido &sseo, 0 sistema nervoso central, o sistema genitourinario, as
meninges e o tecido cutaneo. Os casos de TB extrapulmonar refletem um cenario de dificil
diagndstico (ANGELA HOUSTON, 2014; RUAN et al., 2012).

A OMS aprovou em 2014 a nova estratégia global para o enfrentamento da TB, com a
meta de tornar o mundo livre da TB até 2035. Para isso, € importante continuar assegurando o
diagnostico e tratamento de qualidade e, assim, alcancar o controle global da TB (BRASIL,
2017a).

O diagnostico da TB pode ser realizado considerando as manifestac@es clinicas, 0s
exames radioldgicos e laboratoriais. Os exames laboratoriais sdo feitos a partir de amostras de
escarro, no caso de TB pulmonar, e de bidpsias do tecido acometido e/ou de outras amostras
biolégicas, para TB extrapulmonar, empregando-se as técnicas de baciloscopia direta e
exames de cultura em meios especificos (BRASIL, 2008).

A baciloscopia direta é baseada na pesquisa de BAAR, identificando cerca de 60% a
80% dos casos de TB pulmonar. A cultura aumenta em até 30% o diagndstico bacterioldgico,
guando ha resultado de baciloscopia negativa (BRASIL, 2011). Associado a essas técnicas,
em 2013 foi implantado no Sistema Unico de Saude (SUS) o teste rapido molecular (TRM)
conhecido como GeneXpert MTB/RIF, ferramenta que auxilia nos exames de baciloscopia e
cultura, que tem contribuido para o aumento da detec¢do dos casos de TB (WHO, 2017). O
TRM identifica em poucas horas a presenga do material genético do MTBC, ao mesmo tempo
em que informa, de forma precoce, casos de resisténcia ao medicamento rifampicina (LIMA
etal., 2013).

O esquema basico de tratamento da TB preconizado pela OMS consiste, na ingestao
diaria de medicamentos por via oral, com duracdo minima de seis meses, divididos em duas

fases. A primeira fase é a intensiva ou dose de ataque, com duracdo de dois meses, em que 0
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paciente recebe quatro antibidticos combinados, denominados comprimidos em dose fixa
combinada. Este é composto de isoniazida, rifampicina, pirazinamida e etambutol. A segunda
fase é a de manutencdo, com duracdo de quatro meses, com dois medicamentos (rifampicina e
isoniazida). Dependendo da evolugédo do quadro clinico do paciente e o 6rgao afetado no caso
de TB extrapulmonar, h& particularidades quanto a duracéo ou a utilizacdo de corticoterapia
de modo que pode-se prolongar a segunda fase de tratamento (BRASIL, 2011).

Outro aspecto importante é que a TB esta relacionada a fatores socioecondmicos, tais
como: pobreza, marginalizacdo, exclusdo social, desemprego, pouco acesso aos servicos de
salde, condi¢Bes de moradia e vida precérias. Além disso, o risco no desenvolvimento da TB
pode estar associado a fatores que prejudicam o sistema imunol6gico do hospedeiro, a citar:
desnutricéo, tabagismo, diabetes, alcoolismo e uso de imunoreguladores (LONNROTH et al.,
2009; HARLING et al., 2014).

Ainda sobre os fatores de risco para TB, uma atencdo especial tem sido dada aos
fatores imunogenéticos do hospedeiro, visto que estes podem influenciar na resposta
imunoldgica, resultando em curso de infeccdo diferente (SOUZA DE LIMA et al., 2016).

2.2 Aspectos epidemioldgicos da tuberculose

De acordo com dados fornecidos pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a TB
encontra-se como uma das dez principais doencgas que ocasionam o maior nimero de dbitos
no mundo (WHO, 2018). Apesar da implementacdo de programas, campanhas e esforcos
preventivos, diagnostico e tratamento universalizado com o intuito de minimizar e controlar a
propagacao da doenca, estima-se que cerca de um ter¢o da populacdo mundial esta infectada
com o bacilo da TB, causando milhares de 6bitos ao ano (BRASIL, 2017a). Mesmo diante de
um cenéario, no qual, nos anos de 2007 a 2016, houve um declinio nos coeficientes de
incidéncia e mortalidade da TB de 37,9/100 mil habitantes para 32,4/100 mil habitantes e
2,6/100 mil habitantes para 2,2/100 mil habitantes, respectivamente, a TB ainda representa
um grave problema de saude publica (BRASIL, 2017b).

Segundo o boletim epidemiolégico divulgado pelo Ministério da Saude (BRASIL,
2017b) no ano de 2015, a doenca infecciosa que resultou no maior numero de mortes no
mundo foi a TB. Neste mesmo ano, houve aproximadamente 10,4 milhdes de novos casos de
TB, sendo mais comum a ocorréncia em homens (56%), seguido das mulheres (34%) e
criangas (10% sendo distribuido: 6,4% meninos e 3,6% meninas) (WHO, 2016). Dados
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recentes foram publicados no ano de 2017, com registros de aproximadamente 10 milhdes de
casos novos e 1,3 milhdes de obitos, ocorridos no mundo devido a TB (WHO, 2018).

Estimated TB incidence rates, 2017
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Figura 1- Estimativa do nimero de casos de incidéncia de TB no mundo
FONTE: WHO, 2018.

Em relacdo ao panorama epidemioldgico da TB, o Brasil apresenta destaque no que
diz respeito aos paises com altas taxas de casos de TB, ocupando a 20? posicdo no ranking dos
30 paises com maior indice de casos de TB e a 192 posicdo dentre os 30 paises com altos
indices de coinfeccdo TB e HIV (WHO, 2016; BRASIL, 2018b), com aproximadamente 69
mil casos novos e 4.500 6bitos a cada ano. Em 2016 foram registrados cerca de 66.796 casos
novos, 12.809 casos necessitando de retratamento e 4.426 de dbitos devido a TB (BRASIL,
2017b). Em 2017, foram notificados 69.569 casos novos de TB com coeficiente de incidéncia
de 33,5 casos/100 mil habitantes (BRASIL, 2018a).

No contexto das regides do Brasil, em 2016 a regido Norte foi a que apresentou o
maior coeficiente de incidéncia de TB, sendo de 41,8/100 mil habitantes, seguido da regido
sudeste com 35,7/100 mil habitantes e nordeste com 30,6/100 mil habitantes. A regido sul
(27,4/100 mil habitantes) e centro-oeste (19,4/100 mil habitantes) apresentaram 0s menores
indices em comparagdo com as demais regides (BRASIL, 2017b). Recentemente, 0 Ministério
da Saude divulgou um boletim epidemioldgico, no qual informou que a regido Norte continua
sendo a primeira no que diz respeito a coeficiente de incidéncia de TB (42,7 casos/100 mil
habitantes) (BRASIL, 2018a).

O estado do Amazonas ocupou 0 maior coeficiente de incidéncia de TB no ano de

2016 (67,2/100 mil habitantes), ultrapassando as taxas de incidéncia do Rio de Janeiro
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(61,2/200 mil habitantes), que ocupou a segunda posi¢do (BRASIL, 2017b). No ano de 2017,
0 estado do Amazonas permaneceu na primeira posicao, com coeficientes de incidéncia de TB
(74,1/100 mil habitantes) mais elevados que os registrados no ano anterior (BRASIL, 2018a).

Da mesma forma, no contexto das capitais do Brasil, Manaus atingiu o maior
coeficiente no ano de 2016 com 93,2 casos de TB/100 mil habitantes (BRASIL, 2017b), e
também no ano de 2017, com 104,7/100 mil habitantes (BRASIL, 2018a).

Em relacdo ao coeficiente de mortalidade por TB, em 2016, os estados do Brasil que
apresentaram os maiores indices foram Rio de Janeiro, Pernambuco, Amazonas e Para. O
Amazonas foi o terceiro estado com maior coeficiente de mortalidade (3,2/100 mil habitantes)
(BRASIL, 2017b). Dados disponibilizados pelo Ministério da Saide indicaram que as capitais
Recife (6,4/100 mil habitantes), Belém (5,3/100 mil habitantes) e Manaus (4,7/100 mil
habitantes) apresentaram o0s maiores coeficientes de mortalidade no ano de 2017 (BRASIL,
2018a).

2.2.1 Panorama epidemioldgico das formas clinicas da TB

Recentemente o Ministério da Satide publicou o “Panorama da Tuberculose no Brasil:
diagnostico situacional a partir de indicadores epidemiologicos e operacionais”, no qual estdo
informados os dados relacionados as formas clinicas da TB. De acordo com as informacdes
descritas nesta publicacdo, o Brasil apresentou um coeficiente de incidéncia de 29,1/100 mil
habitantes de TB pulmonar e 4,6/100 mil habitantes de TB extrapulmonar no ano de 2016.
Neste mesmo ano foram notificados 60.055 (86,4%) casos novos de TB pulmonar e 9.413
(13,5%) casos de TB extrapulmonar (BRASIL, 2018b).

Na regido Norte, 0 Amazonas registrou um coeficiente de incidéncia de 58,2/100 mil
habitantes para TB pulmonar e 10,0/100 mil habitantes para TB extrapulmonar, sendo
notificados 2.329 (85,2%) casos novos para TB pulmonar e 400 (14,6%) casos para TB
extrapulmonar. Em Manaus, o coeficiente de incidéncia foi de 93,5/100 mil habitantes
(77,9/100 mil habitantes para TB pulmonar e 15,7/100 mil habitantes para TB extrapulmonar)
(BRASIL, 2018b).

Quanto as formas clinicas da TB extrapulmonar, as informacgdes epidemioldgicas
ainda sdo escassas. Algumas informacgdes foram disponibilizadas pelo Ministério da Saude
quanto ao coeficiente de mortalidade por TB. Por exemplo, no Brasil (65,7%), no Amazonas
(66,7%) e em Manaus (64,7%), o maior nimero de oObitos da forma clinica de TB
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extrapulmonar foi a TB respiratoria extrapulmonar (TB da laringe, da traquéia, dos brénquios,
pleura e outros) e a menor foi a TB do sistema nervoso (BRASIL, 2018b).

Diante do exposto, este cenario reflete uma realidade que chama atencdo e ir a busca
de esclarecimentos dos possiveis motivos relacionados as altas taxas de incidéncia da TB no
Amazonas em compara¢do com os demais estados do Brasil. Neste aspecto, a variabilidade
imunogenética em humanos poderd, certamente, contribuir para as diferentes respostas ao
bacilo da TB pelo hospedeiro (SOUZA DE LIMA et al., 2016).

2.3 Imunopatogenia ao complexo Mycobacterium tuberculosis

A infeccdo pelo complexo Mycobacterium tuberculosis envolve uma rede de
interacdes do patdgeno ao sistema imunoldgico do hospedeiro, bem como as estratégias de

evasdo do sistema imune desencadeadas pelos bacilos (ZAHRT, 2003).

2.3.1 Resposta imune inata

A infeccdo inicia quando o individuo doente, bacilifero (expelindo micobactérias), ao
tossir, falar, espirrar e cantar dispersa goticulas e aerossois contendo bacilos viaveis no
ambiente. Esses bacilos sdo particulas infectantes que podem permanecer no ar por longos
periodos e, ao serem inaladas por um novo hospedeiro, através das vias areas respiratérias,
atingem os alvéolos pulmonares e se estabelecem preferencialmente no pulmédo (AMARAL,;
LASUNSKAIA; D’IMPERIO-LIMA, 2016). E importante ressaltar que a inalacdo de uma
pequena quantidade de goticulas (em torno de 1-10 bacilos), que entram no alvéolo pulmonar
humano, pode ser suficiente para estabelecer a infeccdo, dependendo do sistema imunolégico
do hospedeiro (BOOM et al., 2003; SUNDARAMURTHY; PIETERS, 2007).

Quando os bacilos alcancarem o parénquima pulmonar, sdo fagocitados por
macrdfagos alveolares residentes, por células dendriticas e neutréfilos (BEHAR et al., 2014),
que foram recrutados para o local da infeccdo. Esses eventos caracterizam a primeira linha de
defesa do hospedeiro, conhecida como resposta imune inata, e, esta, pode ser capaz de
eliminar e conter a infeccdo (KLEINNIJENHUIS et al., 2011), dependendo da exposicéo,
duracdo do contato, carga bacilar e fatores ambientais, bem como, fatores relacionados a
imunidade do hospedeiro (COSCOLLA; GAGNEUX, 2014).

O processo de reconhecimento e internalizagdo das micobactérias pelas células

fagociticas ocorre por meio de receptores de reconhecimento de padrdo (PRR). Estes
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receptores podem estar presentes nas células imunes ou livres nos liquidos orgénicos do
hospedeiro, e que reconhecem os padr6es moleculares associados a patdégenos (PAMPS),
presentes na parede celular da micobactéria, como o complexo lipidico constituido de acidos
micolicos, arabinogalactana e peptidoglicano; glicolipideos Lipoarabinomanana (LAM),
Lipomananas (LM), Fosfatidil inositol-manosideo (PIM) (KLEINNIJENHUIS et al., 2011),
bem como, fatores de viruléncia secretados pela micobactéria como ESAT-6 (Early Secreted
Antigenic Target) (AMARAL; LASUNSKAIA; D’IMPERIO-LIMA, 2016) e CFP-10 (10-
kDa Culture Filtrate Protein) (BOOM et al., 2003).

Entre os PRR envolvidos na endocitose de micobactérias estdo 0s receptores
semelhantes a toll (TLR), como TLR1 (MORTAZ et al., 2015), TLR2, TLR4, TLR8
(AMARAL; LASUNSKAIA; D’IMPERIO-LIMA, 2016) e TLR9 (MORTAZ et al., 2015;
O’GARRA et al., 2013). Dentre estes, 0 TLR2, tem sido descrito como um dos principais
PRR envolvidos na deteccdo de lipoproteinas micobacterianas. Outros PRR que participam,
sdo o0s receptores de manose, dectina-1 e molécula ligada a adesdo intercelular tipo 3
grambina ndo-integrina de células dendriticas (DC-SIGN - Dendritic cell-specific ICAM-
grabbing non-integrin) (EHLERS, 2010) pertencentes a familia dos receptores de lectina tipo
C (CLR), bem como receptores Fcy (FcyR), receptores do complemento (CR), como CR-1,
CR-3 e CR-4, receptores de scavenger (SR) e receptores semelhantes a NOD (NLR) (DEY;
BISHAI, 2014).

A interacdo entre PAMP e PRR ativa cascatas de sinalizacdo intracelular, como a
ativacdo do NF-kB (Nuclear factor Kappa B) para a transcricdo de citocinas pro-
inflamatorias, ativacdo do inflamassoma e autofagia (DEY; BISHAI, 2014). Adicionalmente,
essa interacdo desencadeia o recrutamento de macrdfagos, células dendriticas e neutr6filos em
direcdo a area de intensa resposta inflamatdria, causada pelo patégeno, e expressdo de
moléculas de adesdo, producdo de quimiocinas e citocinas. Alguns exemplos de citocinas
envolvidas nessa resposta sd&o TNF-a, IL-1pB, IL-18, IL-12 e IFNy. Esses mecanismos
constituem defesas importantes do hospedeiro contra o bacilo (MORTAZ et al., 2015).

Apos a internalizacdo dos bacilos pelas células fagociticas, as etapas subsequentes séo
a formacédo de um fagossomo, em torno do bacilo, e a fusdo com o lisossomo resultando no
fagolisossomo. O fagolisossomo, por sua vez, contém enzimas liticas que atuam na
eliminacdo do bacilo. No entanto, alguns bacilos vidveis conseguem sobreviver no espaco
intracelular do macrofago, através do bloqueio da fusdo fagolisossémica e, assim, multiplicar

no fagossomo. Outros mecanismos de evasdo do sistema imune incluem neutralizacdo de
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moléculas antimicrobianas de macréfagos, como producdo de 6xido nitrico e nitrogénio
reativo toxico (FLYNN; CHAN, 2003).

As micobactérias estabelecidas no interior da célula proliferam de forma logaritmica,
resultando num intenso processo inflamatério, devido ao acumulo de macrofagos e o
recrutamento de outras células em dire¢do ao pulméo (KLEINNIJENHUIS et al., 2011). Além
disso, as bactérias intracelulares podem ser reconhecidas por PRR citosolicos da familia dos
receptores NLR, de modo que, a deteccdo de PAMPs bacterianos pode induzir a formacéo do
complexo inflamassoma que, por sua vez, recruta e ativa caspases e estas atuam ativando e
secretando citocinas pro-inflamatérias. Os inflamassomas atuam como componentes chaves,
induzindo respostas imunes inatas, logo apds a infeccdo, contra uma ampla variedade de
agentes patogénicos (OSAWA; WILLIAMS; SINGH, 2011).

2.3.2 Resposta imune adaptativa

Assim como o0s macrdfagos, as células dendriticas também sdo afetadas pelos
mecanismos de defesa do patdégeno, de modo que a bactéria consegue sobreviver e se
propagar nesse ambiente intracelular (MORTAZ et al., 2015). As micobactérias possuem
mecanismos de evasao do sistema imunologico, atravées da liberacdo de fatores de viruléncia e
replicacdo do bacilo nas células. Diante dos diversos mecanismos de evasao, os macréfagos
ndo conseguem promover a eliminacdo do bacilo e nimeros crescentes do patdégeno sdo
expostos ao sistema imune, desencadeando a resposta imune adaptativa (DEY; BISHAI,
2014).

Em torno de duas a trés semanas apds a infeccdo, desenvolve-se a imunidade
adaptativa por meio da migracdo de APC (Células apresentadoras de antigeno), como as
celulas dendriticas, que internalizaram o bacilo e migraram para os linfonodos regionais
préximos (MORTAZ et al., 2015). Previamente a isso, no interior da APC, ocorre 0
processamento das proteinas em peptideos antigénicos micobacterianos. Na TB ocorre uma
demora em iniciar a ativacdo dos linfécitos T e isso contribui para formacdo do nicho
intracelular, durante esse periodo com intensa multiplicacéo e disseminacdo de micobactérias
(COOPER; TORRADO, 2012).

Nos linfonodos, as APC interagem com os linfocitos T helper naive e para que ocorra
ativacdo do linfocito T sdo necessarios classicamente dois sinais: As APC apresentam

peptideos antigénicos micobacterianos expressos em moléculas MHC de classe 11 (Complexo
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principal de histocompatibilidade), que serdo reconhecidos pelo TCR (Receptor de célula T)
presentes nos linfocitos T helper. Essa interacdo trata-se do primeiro sinal de ativacdo de
linfécito T. O segundo sinal envolve a interacdo de moléculas coestimuladoras, de modo que
a molécula CD28 presente na superficie celular do linfécito T ligue-se com a CD80 (B7.1) ou
CD86 (B7.2) presente na APC. O segundo sinal promove ativacdo de vias que atuam de modo
sinérgico ao primeiro sinal, bem como sobrevivéncia, proliferacdo e producédo de IL-2 pelos
linfécitos T. Finalmente, o linfdcito T serd ativado seguido da expansao clonal e diferenciacéo
celular, dependendo do microambiente de citocinas (BEHAR et al., 2014).

Os linfocitos T helper naive ativados se diferenciam predominantemente em células
efetoras Tyl, devido a producdo de IL-12 pelas células dendriticas. Os linfocitos Tyl
direcionam-se ao local da infeccdo, proliferam nesta lesdo primaria e secretam TNF-o e
principalmente IFNy. O IFNy potencializa a agdo de macrofagos para eliminar e impedir o
crescimento bacteriano, amplificando ainda mais a resposta Tyl e aumentando a expressao de
MHC de classe 1l, para melhorar a resposta contra as micobactérias (KLEINNIJENHUIS et
al., 2011).

Os linfocitos T efetores especificos para o antigeno migram da circulagcdo sanguinea
para o tecido pulmonar infectado, com o intuito de controlar a infecgdo local. No tecido
pulmonar, ocorre diretamente interagdo MHC-peptideo em macréfagos infectados com o
patégeno. Embora a resposta predominante seja Twl, alguns linfdcitos T naive se diferenciam
em T2 (CARDONA, 2017b) e T417 (TORRADO; COOPER, 2010).

Outro mecanismo de evasao do sistema imune pelo patdgeno é durante a comunicacao
entre a resposta imune inata e adaptativa, pois as micobactérias alteram o processamento e
apresentacdo de antigenos nos macrofagos e, desta forma, impedem o reconhecimento pelos
linfécitos T. O patdgeno pode induzir macréfagos a produzirem citocinas inibitorias, como
IL-10 e TGF-B. O excesso destas citocinas inibe a fun¢do das células T (BOOM et al., 2003;
FLYNN; CHAN, 2003).

Os linfécitos T citotoxicos (TCD8") reconhecem o0s peptideos citosélicos
micobacterianos, através de moléculas MHC de classe I. Esses peptideos foram previamente
clivados por proteassomas, ligados a MHC-I e transportados para membrana plasmatica. Uma
vez ativados pelas micobactérias, os TCD8+ utilizam mecanismos como exocitose de
componentes citotoxicos, expressam Fas/FasL (CD95/CD95L) e secretam TNF, de modo que,
essas vias culminam na apoptose para eliminar as células alvos infectadas com micobactérias.

Logo apds a apoptose, macrofagos ndo infectados fagocitam cérpusculos apoptéticos
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infectadas (eferocitose). As micobactérias aprisionadas nesses corpusculos apoptdticos
(eferossoma) séo direcionadas ao lisossomo para eliminacdo (BOOM et al., 2003).

No decorrer da infeccdo, ocorre a formagdo do granuloma no tecido pulmonar. O
granuloma é um agregado formado por diferentes células imunes, em resposta a estimulos
persistentes. A arquitetura do granuloma é constituida de tecido necrético acelular caseoso
central, caracteristico na TB humana, rodeado de populagdes de macréfagos em diversos
estagios de ativacdo (macrofagos epitelioides, ativados, células gigantes de Langhans entre
outros). Ao redor dessas células, tém-se os linfocitos T CD4", T CD8", linfécitos B, bem
como, podem apresentar neutrofilos, células dendriticas e fibroblastos responsaveis pela
formagdo da cépsula fibrotica periférica (CADENA; FORTUNE; FLYNN, 2017). As
citocinas envolvidas na formagdo do granuloma sdo: TNF, IFN-y e quimiocinas como a
CCL3, envolvidas nesse recrutamento celular (MONIN; KHADER, 2014).

A formacdo do granuloma é considerada bastante dindmica e tem sido alvo de
discussdo por alguns autores. Ao mesmo tempo em que alguns pesquisadores o consideram
somente como protetor ou estatico devido ser um mecanismo para controlar a replicacao e
disseminacéo dos bacilos, outros ja o consideram como responsavel pela reinfeccdo pulmonar
em consequéncia do movimento constante de células que ocorrem no granuloma
(CARDONA, 2017a).

Durante esse processo, alguns bacilos conseguem sobreviver no interior da massa
necrotica, formada devido a morte de macrofagos. Esses macrofagos envelhecidos, contendo
restos celulares da necrose intragranulomatosa bem como bacilos dormentes, se transformam
em macrofagos espumosos, chegando ao eséfago e atingindo o sistema gastrintestinal onde
alguns sdo finalmente expelidos do corpo e outros alcangam a faringe. Quando os macrofagos
espumosos direcionam-se a faringe, alguns sdo destruidos, liberando os bacilos que se tornam
parte dos aerossoéis. Diante disso, ocorre a reinfeccdo pulmonar e assim contribui para a
reativacdo da doenca em casos de TB latente (CADENA; FORTUNE; FLYNN, 2017). O
intenso processo inflamatdério gerado ocasiona a destruicdo do parénquima pulmonar,
comprometendo a funcionalidade dos pulmdes, resultando em insuficiéncia respiratoria e
obito do paciente (AMARAL; LASUNSKAIA; D’IMPERIO-LIMA, 2016).

Diante do exposto, dentre os diversos patdgenos infecciosos existentes, M.
tuberculosis é com certeza um dos mais bem sucedidos da historia, visto que ao longo do
tempo adquiriu capacidade de se adaptar e desencadear mudangas na resposta imune do
hospedeiro. Assim, tornando-se um grande obstaculo para o controle e erradicacdo da doenca
(GALAGAN, 2014).
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2.4 Polimorfismos em genes da resposta imune a tuberculose

Os estudos genéticos contribuem para esclarecer as relacbes filogenéticas e a
diversidade interindividual da patogénese ao complexo de MTBC. Sabe-se que, tanto 0s
fatores genéticos do hospedeiro como fatores ambientais, exercem influéncias sobre uma
variedade de doengas. Nesse contexto, estudos com polimorfismos tém sido alvos de
pesquisa, pelos quais podemos compreender a grande variabilidade genética existente entre
individuos e tentar esclarecer os motivos de determinados grupos populacionais serem mais
suscetiveis ou resistentes a determinadas doencas (STUCKI; GAGNEUX, 2013).

Os polimorfismos constituem variacdes na sequéncia de DNA. Essas variacdes podem
ser de trocas, insercoes, delecdes ou repeticdes de um ou mais nucleotideos. Quando ocorrem
modifica¢bes de um unico nucleotideo (A, T, C, G), em um local especifico do genoma, tem-
se a variante conhecida como Polimorfismo de Base Unica (SNP- single nucleotide
polymorphism) (BROOKES, 1999). Os SNP podem estar presentes em qualquer regido do
genoma humano, constituido aproximadamente de 3,2 bilhGes de pares de bases. Estes SNP
podem estar situados em regides promotoras, éxons, introns entre outras. No geral, as regides
onde a maioria dos SNP estdo localizados sdo as nao-codificantes do genoma (KIM; MISRA,
2007).

Os SNP em regides codificadores podem ser classificados em sindnimos e n&o-
sinbnimos. SNP n&o-sinbnimos (ou ndo-silenciosos) resultam em uma substituicdo na
sequéncia de aminoéacidos, resultando em modificacBes na estrutura da proteina (BOOPATHI,
2013). De acordo com as caracteristicas dos aminoacidos implicados na troca, essa
substituicdo pode ser conservativa ou nao-conservativa. Os SNP sindbnimos (ou silenciosos)
ocorrem quando a alteracdo em um nucleotideo da molécula ndo modifica o seguimento
proteico, entretanto alteram tanto a conformacdo como estabilidade do RNA mensageiro,
influenciando a concentracdo da proteina sintetizada (GRIFFITHS et al., 2009).

Além disso, podem ser classificados em SNP de transicdo e transversdo. SNP de
transicdo é quando ocorre a troca entre bases nitrogenadas de naturezas estruturais iguais,
como a troca entre duas bases purinicas (A/G ou G/A) ou entre duas bases pirimidinicas (C/T
ou T/C). O SNP de transversdo ocorre quando ha substituicdo entre bases nitrogenadas de
naturezas estruturais distintas como a troca de uma base nitrogenada purinica por pirimidinica
e vice-versa (C/A ou C/G ou A/T) (BROOKES, 1999).

Os SNP sdo encontrados em mais de 1% da populagdo, constituindo a variagdo

genética mais abundante no genoma e, dependendo da sua localizacdo em diferentes regiGes
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do genoma, podem ter impacto funcional e fisiologico na formacdo de uma determinada
proteina. SNP na regido promotora pode influenciar na expressao génica e assim ocasionar a
expressdo anormal do produto final; codificadoras (éxons) alteram a regido a ser transcrita,
afetando a estrutura e estabilidade na formacdo de uma proteina (KRAWCZAK et al, 1992;
GRIFFITH, 2009) e na regido intrénica pode influenciar a atividade transcricional ou a
eficiéncia de splicing do RNAm (COOPER, 2010).

Os estudos com SNP sdo importantes para elucidar as bases moleculares de diversas
doencas comuns, autoinflamatérias (MANTHIRAM et al., 2017) e infecciosas como HIV
(PONTILLO et al., 2012). Assim como ajudar na compreensdo da complexidade e funcéo da
fisiologia humana, das origens e ascendéncia das populacdes (DARVASI et al., 2017), além
de atuar como promissores biomarcadores para o diagnostico ou prognostico de doencas. No
entanto, o conhecimento sobre frequéncia, natureza, distribuicéo e identificagdo de associacao
entre as formas alélicas no gene ainda sdo consideradas limitadas, principalmente, em genes
envolvidos na resposta imune a TB (SHEN et al., 2015).

Em relacdo a TB, os estudos com SNP vém sendo realizados para verificar se existe
associacédo entre os polimorfismos estudados e o desenvolvimento da doenca, visto que essas
alteracdes na sequéncia do DNA, de componentes envolvidos na resposta imune a TB, sdo
conhecidas por influenciar na suscetibilidade ou na resisténcia a infeccdo (PONTILLO et al.,
2012; SOUZA DE LIMA et al., 2016). Da mesma forma, SNP em genes que codificam
inflamassomas e seus componentes relacionados, tém sido associados a patogénese da TB e,
portanto, sendo objeto de estudo por parte da comunidade cientifica. Alguns estudos de

polimorfismos em genes envolvidos na resposta imune a TB estdo descritos no Quadro 1.
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Quadro 1 - Estudos de polimorfismos em genes envolvidos na resposta imune a TB

Gene Polimorfismo | populacso Tipo de TB Resultados Referéncia
-1082G/A Pul
IL-10 -819C/T Turca uimonar Risco ORAL et al. 2006
Extrapulmonar
-592A/C
IL-17A -152G/A Caucasiana Pulmonar Risco OCEJO'VZISIS;ALS etal.
IFNGR1 +189T/G Irani Pul Proteca NADERI et al. 2015
+95C/T raniana ulmonar rotecao etal.
+2109C/T Taiwanesa
IFNy +874AIT Pulmonar Risco LEE et al. 2015
Chinesa Ll etal. 2017
+ 3234CIT
IL-18 -137G/C Chinesa Pulmonar Risco ZHOU et al. 2015
-248CIT Indiana Pulmonar Prote¢do DITTRICH etal. 2015
TLR1
+1805T/G Amazonense | Pulmonar e Pleural Risco BARLET;;AZ-CI)\ISVECA et
896 A/G . . ]
TLR4 1196C/T Indiana Pulmonar Risco GENE; SINGH et al. 2018
TLRY IVS2-151G/A . . LAl et al. 2016
TLRS 129G/C Chinesa Pulmonar Risco
Brasileira- SOUZA DE LIMA et al.
NLRP3 +37562G/C amazénica Pulmonar Protetor 2016
Brasileira- .
CARDS +21058T/C Recifense Pulmonar Risco PONTILLO et al. 2013
+1096C/G Bra5|[e|ra- Pulmonar Risco SOUZA DE LIMA et al.
amazonica 2016
-7162CIT . Extrapulmonar .
pP2Xx7 489C/T Chinesa Espinhal Risco ZHOU et al. 2018

2.5 Inflamassoma: estrutura, ativacao e regulacéo

Os inflamassomas foram caracterizados por Martinon et al. (2002) e compreendem
complexos moleculares multiproteicos, de alto peso molecular, formados no citosol da célula.
Esse complexo é responsavel pelo recrutamento e ativacdo de caspases e inducdo da célula
infectada a piroptose (MARTINON; MAYOR; TSCHOPP, 2009).

As caspases sdo zimogénios inativos pertencentes a familia cisteina-aspartato-
proteases, que desempenham papeis importantes na apoptose e no processamento e maturagdo
de citocinas pro-inflamatdrias. Dentre as caspases inflamatorias humanas, que incluem as
caspases - 1, 4, 5 e 12, a caspase-1 é a mais bem caracterizada (STROWIG et al., 2012). Por
sua vez, as caspases clivam formas precursoras de citocinas, como pro-1L-1p e pré-I1L-18, em

suas formas maturadas IL-1p e IL-18, respectivamente. A IL-1B e IL-18 sdo potentes
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citocinas inflamatdrias liberadas no ambiente extracelular (NADIRI; WOLINSKI; SALEH,
2006).

De maneira geral, membros de familias de proteinas podem funcionar como sensores
inatos capazes de formar inflamassomas. Desta forma, os inflamassomas podem pertencer as
seguintes familias: receptor NOD (NLR) (NOD-like receptor (NLR) Family), PYHIN (PYD-
like and HIN domain-containing proteins) e TRIM (Tripartite motif proteins). Dentre os tipos
de inflamassomas descritos na literatura tem-se 0 NLRP1 (conhecido também como NALP1),
NLRP2, NLRP3 (ou NALP3), NLRP6, NLRC4 (ou IPAF), AIM2, IFI16 e PYRIN. Os
inflamassomas NLRP1, NLRP2, NLRP3, NLRP6, NLRC4 pertencem a familia NLR,
enquanto o AIM2 e o IFI16 pertencem a familia PYHIN. O PYRIN pertence a familia TRIM
(YU etal., 2017).

A familia NLR é composta por 22 membros de receptores expressos em humanos,
classificadas em cinco subfamilias de acordo com a natureza do dominio efetor N-terminal em
NLRA (CIITA), NLRB (NAIP-neuronal apoptosis inhibitory protein), NLRC (NOD1,
NOD2, NLRC3, NLRC4 e NLRC5), NLRP (NLRP1-14) e NLRX (NLRX1). A subfamilia
NLRA apresenta um dominio de transativacdo acida (AD); NLRB, composta do dominio
BIRs (Baculovirus inhibitor of apoptosis protein repeat); NLRC constituido do dominio
CARD; NLRP caracterizado pela presenca de um dominio de pirina (PYD) e NLRX contém o
dominio NLRX1, proteina que contém uma sequéncia de direcionamento mitocondrial
(AWAD et al., 2018).

A estrutura molecular dos inflamassomas pertencentes a familia NLR é constituida de
trés dominios principais: LRR (Dominio rico em repeti¢fes de leucina) C-terminal, envolvido
no reconhecimento do antigeno; dominio central NACHT o qual estd presente em todos 0s
membros da familia NLR, sendo responsavel pela oligomerizacdo NLR, dependente de ATP,
e um dominio efetor de interacdo proteina-proteina que pode ser PYD (Dominio de pyrin)
ou/e CARD (Dominio C terminal recrutador e ativador de caspase) que medeiam as interacdes
homotipicas entre as proteinas (Figura 2) (BARBE; DOUGLAS; SALEH, 2014).

O primeiro PRR descrito da subfamilia NLRP capaz de formar o complexo
inflamassoma foi o NLRP1 codificada por um gene NLRP1, Unico localizado no cromossomo
17p13.2 com 18 éxons. Em contraste com outros membros da subfamilia NLRP, em humanos
¢ constituido por cinco dominios, sendo trés comuns da familia NLR (LRR, NACHT
contendo o dominio efetor CARD na regidao C-terminal) (YU et al., 2017). Além desses, €

composto de um dominio FIIND e dominio PYD na regido N-terminal (autoinibitdrio).
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Embora tenha sido o primeiro inflamassoma descrito, trata-se de um complexo pouco
caracterizado (PLACE; KANNEGANT]I, 2018).

Dentre os inflamassomas descritos, o NLRP3 ¢, até o momento, 0 mais bem
caracterizado e estudado em comparacdo com os demais (JO et al., 2016). O NLRP3 é
codificado pelo gene NLRP3 com 10 éxons localizados no cromossomo 1qg44.
Estruturalmente, é constituido por trés dominios comuns da familia NLR (LRR, NACHT
contendo o dominio efetor PYD) e € ativado pelos mais variados e diferentes estimulos

através de uma via canénica ou ndo-canonica (AWAD et al., 2018).

NLR family
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Figura 2 - Familias de inflamassomas, classes e seus dominios estruturais
Os inflamassomas podem pertencer a trés principais familias: NLR, PYHIN e TRIM. Os NLRP1, NLRP3,
NLRC4, NLRP6 e NLRP12 pertencem a familia NLR, sendo a maioria constituida de dominio LRR,
NACHT e dominio efetor PYD ou CARD (este tltimo no caso do NLRC4). Diferentemente dos demais, o
NLRP1 apresenta dominio N-terminal PYD e um segundo dominio efetor C-terminal CARD mais um
dominio interno FIIND. AIM2 e o IFI16 pertencem a familia PYHIN e PYRIN pertencente & familia TRIM.
A figura também mostra a proteina adaptadora ASC formada por dominios CARD e PYD e a pré-caspase-1
com seus dominios PYD e caspase com subunidade p20 e p10. LRR: Dominio rico em repeti¢des de leucing;
NACHT: Dominio de ligagéo a nucleotideos central; PYD: Dominio de pyrin; CARD (Dominio C terminal
recrutador e ativador de caspase); FIIND: Dominio com funcdo para encontrar; HIN200: hematopoietic
interferon-inducible nuclear antigens com 200 aminoacidos.
FONTE: Adaptado de Yu etal., 2017.

Modelos foram propostos para explicar o mecanismo de ativacdo desse complexo de
modo que, dependendo do estimulo envolvido, podera ativar diferentes inflamassomas. O
processo de ativacdo do inflamassoma pode ser iniciado em macréfagos, logo apds o
reconhecimento de diversos estimulos. Esse processo difere, quanto aos mecanismos para o
reconhecimento dos ligantes, e pode ocorrer tanto em respostas a sinais endégenos, como
exogenos. A ativacdo do inflamassoma NLRP3, por exemplo, inicia a partir de dois sinais
(Figura 3) (LAMKANFI; DIXIT, 2014).
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Figura 3- Estimulos e mecanismos de ativacéo do inflamassoma mais caracterizado NLRP3
O inflamassoma NLRP3 pode ser ativado através de dois sinais. O primeiro sinal envolve o
reconhecimento de PAMP, DAMP ou moléculas endégenas por PRR. O segundo sinal é
através de ativagdo direta de diferentes estimulos como moléculas liberadas pela mitoc6ndria
(ROS, DNA, cardiolipina); efluxo de ions K+; catepsina B. PRR: Receptores de
reconhecimento padrdo; ROS: Espécies reativas de oxigénio.

FONTE: Adaptado de GUO et al., 2015.

O primeiro sinal ¢ comum aos demais inflamassomas e envolve o reconhecimento de
PAMP, DAMP ou moléculas enddgenas, por PRR presentes na superficie celular do
hospedeiro. Essa interagdo ativa a via de transducdo de sinais do NF-kB que transcreve as
formas precursoras das citocinas (pré-IL1p, pro-1L18 e pro-caspase-1), regulando o aumento
da expressdo e ativacdo do NLRP3. O segundo sinal envolve uma ativacao direta denominada
como a via candnica, através de diversos estimulos como algumas moléculas liberadas pela
mitocondria (ROS, DNA e cardiolipina), efluxo de ions intracelulares de potassio pela ligacéo
de ATP extracelular de patégenos microbianos com P2X7R (Receptor purinérgico), proteases
lisossdmicas liberadas apos desestabilizacdo da membrana como catepsina B no citoplasma
celular, devido a fagocitose de particulas extracelulares, presenca de patdégenos e/ou toxinas
bacterianas (FRANCHI; MUNOZ-PLANILLO; NUNEZ, 2012; GUO; CALLAWAY; TING,
2015).

Dentre esses diversos estimulos citados anteriormente tem-se a catepsina B, codificada
pelo gene CTSB (Lysosomal cysteine protease cathepsin B) com 16 éxons e localizado no
cromossomo 8p23.1 (YANG et al., 2016). Este gene esta envolvido em codificar um membro
da familia C1 de peptidases. Geralmente, membros dessa familia atuam como endopeptidases,
no entanto algumas delas podem atuar como exopeptidases também (DICKINSON, 2002).
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Durante o processo de splicing alternativo do gene CTSB pode codificar produtos
proteicos como a catepsina B. A catepsina B é uma enzima presente nos lisossomas das
células pertencentes a familia C1 e subfamilia C1A da classe de enzimas cisteino-proteases,
por apresentar na regido do sitio catalitico residuos de cisteina e histidina. Estas enzimas
podem atuar intracelularmente na degradacdo ou no processamento de proteinas lisossomais
e, também, na matriz extracelular (CYGLER et al., 1996) ativando inflamassomas (GUO;
CALLAWAY; TING, 2015; LI et al., 2013).

Esses estimulos desencadeiam a ativacdo dos sensores NLRs monomeéricos que
fisiologicamente se encontram na sua forma inativada, devido a conformagdo do dominio
LRR. Uma vez ativados inicia o processo de oligomerizacdo, com a transdugdo de sinal
propagada através dos dominios efetores (Dominios CARD ou PYD), dando inicio a
montagem do inflamassoma. A montagem do inflamassoma ocorre atraveés da associacao
entre NLR e a proteina adaptadora ASC (composta de um dominio CARD-PYD) que recruta
pré-caspase-1, através do dominio CARD. Nos processos finais, a pro-caspase-1, anexada ao
complexo, ativa caspase-1 e matura as formas precursoras das citocinas (Figura 3)
(VLADIMER et al., 2013).

Adicionalmente, a caspase-1 ativada cliva gasdermina-D, liberando o dominio efetor
N-terminal do dominio inibidor C-terminal. A porcdo N-terminal da proteina se liga a
componentes lipidicos na membrana celular, formando um poro de 10-16 nm de diametro
pelo qual substratos de menor didmetro, como IL-1B ¢ IL-18 sdo secretados. Clivagens da
gasdermina-D resultam em diversos poros da membrana ocasionando a ruptura da membrana
e inducdo da piroptose, de forma a liberar todo o contetdo celular. O intuito da piroptose é
eliminar o nicho de replicacdo de patégenos intracelulares para favorecer fagocitose (FENG;
FOX; MAN, 2018).

Pesquisas recentes identificaram uma via alternativa de ativacdo do inflamassoma
NLRP3 denominado via ndo-canonica, dependente da caspase-11 presente em camundongos,
caspases ortdlogas em humanos sdo as caspases-4 e caspases-5) (EMMA; BROUGH,;
MORTELLARO, 2015). Essas caspases sdo ativadas ao ligarem-se diretamente ao LPS das
bactérias Gram-negativas independente do TLR4, resultando no processamento da IL-1f de
forma dependente ou independentemente da caspase-1 (NARDO; PELLEGRINI, 2017).

No que se refere a ativacdo do receptor NLRP1, este apresenta uma caracteristica
especifica que o difere dos outros receptores que formam os inflamassomas, visto que para
ocorrer a sua ativagdo, € necessario uma autoclivagem no dominio FIIND (Yu et al., 2017). A

oligomerizagdo do receptor para formar o inflamassoma NLRP1 ocorre através do dominio
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CARD que é o dominio efetor. Apesar de apresentar o dominio PYD, este é autoinibitério. O
dominio efetor CARD da proteina NLRP1 pode interagir recrutando a proteina ASC ou pela
associacdo direta com a pré-caspase-1 através dos dominios CARD, respectivamente. Quando
ocorre interacdo com a proteina ASC € necessaria mais uma molécula ASC para recrutar pro-
caspase-1. Uma vez esta interacdo estabelecida, ocorrem as etapas subsequentes comuns ao
inflamassoma NLRP3 (KESAVARDHANA; KANNEGANTI, 2017). Algumas moléculas
foram descritas para ativar o inflamassoma NLRP1, como o MDP (Dipetideo de muramil),
fragmento de peptidoglicano bacteriano (CHAVARR; VANCE; VANCE, 2015)

Outro inflamassoma pertencente a familia NLR que merece ser mencionado é o
NAIP/NLRCA4. O NAIP localizado na regido do cromossomo 5913 com 19 exons e 0 NLRC4
no cromossomo 2p22.3 e com 11 exons. Estruturalmente, o receptor NAIP é formado pelos
dominios BIR, NACHT e LRR e 0 NLCR4 ¢ constituido pelos dominios LRR, NACHT e o
dominio efetor CARD (GONG; JIANG; ZHOU, 2018). Antigamente, estudos direcionavam
somente 0 NLRC4 como o receptor que reconhecia diretamente a flagelina dos micro-
organismos. Atualmente, sabe-se que o receptor da familia NLR que realmente se liga a
flagelina € o NAIP. Assim, este inflamassoma se destaca por necessitar de dois NLR para
ocorrer a oligomerizagdo (VANCE, 2015).

Em humanos, o inflamassoma NAIP ¢é ativado por componentes bacterianos
relacionadas da T3SS (Sistema de secrecdo do tipo 3) e flagelina de bactérias
(KESAVARDHANA; KANNEGANTI, 2017). O processo de ativacdo deste inflamassoma
ocorre ap6s o NAIP ser ativado pela flagelina. Uma vez ativado, este interage com NLCR4. A
ativacdo do NLRC4 pode ou ndo recrutar a proteina ASC para ativar a caspase-1 (VANCE,
2015).

A familia PYHIN é constituida pelos inflamassomas AIM2 (Absent in melanoma 2) e
o IFI116 (Interferon-inducible protein 16). O AIM2 foi o primeiro receptor ndo pertencente a
familia NLR caracterizado por formar inflamassoma. E codificado pelo gene AIM2 localizado
no cromossomo 1qg23.1-g23.2 com 11 exons. Estruturalmente, o AIM2 é formado pelo
dominio PYD N-terminal e uma proteina denominada HIN200 (Hematopoietic interferon-
inducible nuclear antigens com 200 aminoacidos) C-terminal (KESAVARDHANA;
KANNEGANTI, 2017). O dominio HIN200 se liga ao dsDNA, tanto de bactéria quanto de
virus, e o dominio PYD recruta 0 ASC para montar o complexo inflamassoma (WANG; YIN,
2017). O IFI16 é codificado pelo gene IFI16 localizado no cromossomo 1¢g23.1 com 14 exons.
Semelhante ao AIM2, o IFI16 contém os dominios PYD e HIN200. A diferenga consiste na
quantidade do dominio HIN200 visto que no caso do receptor IFI16, este apresenta dois
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dominios HIN200 (JAKOBSEN et al., 2014). O AIM2 se liga preferencialmente a dsDNA e
IF116 ss e dsDNA (JIN et al., 2012).

A familia TRIM é composta por inflamassoma PYRIN, codificado pelo gene MEFV
localizado no cromossomo 16p13.3 com 10 exons. A proteina pirina contém cinco dominios:
PYD N-terminal, b-ZIP (Basic leucine zipper domain) e B-box, que interagem com
moléculas-alvo, dominio coiled-coil e um dominio B30.2 C-terminal (AWAD et al., 2018).

O modelo proposto para ativacao da proteina e, por sua vez, formar o inflamassoma
envolve algumas vias bioquimicas. A pirina humana se mantém inativada devido a interacao
entre os residuos de serinas fosforilados por quinases PKN1 e PKN2, efetoras de RhoA, com
as proteinas 14-3-3. As serinas envolvidas sdo Ser208, Ser209 e Ser242 agrupadas, sendo esta
ultima a principal determinante para este interacdo. Toxinas bacterianas, como as toxinas A e
B do Clostridium difficile, ativam a pirina por desfosforilacdo. O resultado disto é que impede
a ligacdo com as proteinas 14-3-3, inativando o gene RhoA e as quinases. Desta forma, sem a
fosforilacdo dos residuos de serina, as proteinas 14-3-3 ndo conseguem interagir com a pirina,
resultando na sua ativacdo. Em consequéncia disto, a pirina é ativada, recruta a proteina ASC
e pré-caspase-1, formando assim o complexo inflamassoma (XU et al., 2014).

Os inflamassomas mais bem caracterizados em demonstrar envolvimento no
reconhecimento de bactérias foram: NLRC4, NLRP3 e AIM2. No entanto, as pesquisas tém
direcionado o envolvimento dos inflamassomas NLRP1, NLRP6, NLRP7 e NLRP12
(VLADIMER et al., 2013).

Os inflamassomas necessitam ser regulados rigorosamente por diferentes moléculas
endogenas, presentes no hospedeiro, com o intuito de evitar danos indesejaveis, por exemplo,
0s ocasionados através de uma ativacdo exacerbada. Deste modo, a regulagdo de forma
inibitdria da ativacdo do inflamassoma é necessaria, para permitir o equilibrio e a duracéo
adequada de sua funcdo, e para o controle de respostas inflamatorias excessivas. Assim,
diferentes moléculas estdo envolvidas na regulacdo negativa da atividade do inflamassoma
como a proteina CARD8 (JO et al., 2016).

As proteinas que contém o dominio de recrutamento de caspases (CARD) sdo
moléculas adaptadoras encontradas em diversas proteinas como helicases, quinases, proteinas
mitocondriais, caspases, como tambeém em fatores citoplasmaticos. Diferentes funcdes séo
atribuidas a essas proteinas, principalmente, nas respostas inflamatorias como também
apoptoticas (PATHAN et al., 2001). Estas podem interagir com outro dominio CARD
(interacdo CARD-CARD) e ativar caspases, na montagem de proteinas contendo CARD na

regulacao da apoptose, na regulacéo da expresséo génica relacionadas a permanéncia celular e
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nas respostas imunoldgicas pela sinalizacdo via NF-kB. As proteinas contendo CARD séo
classificadas em dois grandes grupos, um baseado na regulacdo de caspases e outro na
ativacdo do NF-kB (HONG; JUNG, 2002).

Dentre as proteinas envolvidas na regulacdo de caspases tem-se CARDS8, também
conhecida como TUCAN (Tumor-up-regulated CARD-containing antagonist of caspase nine)
por ser bastante expressa no cancer (PATHAN et al., 2001) ou CARDINAL (CARD inhibitor
of NF-xB-activating ligands) (HONG; JUNG, 2002). A proteina CARDS8 pertence a familia
de dominio do recrutamento da caspase membro 8, codificada pelos 13 éxons no gene
CARDS, localizada no cromossomo 19913.33 (MCGOVERN et al., 2006).

A CARDS, proteina de 48 kDa, € composta de uma regido N-terminal (dominio
FIIND) e dominio C-terminal CARD. Através de analises de RT-PCR foi identificado que o
gene CARDS é expresso no intestino (MCGOVERN et al., 2006), placenta, baco, linfonodos e
tecidos da medula 6ssea e na linhagem celular monocitica (THP-1) (RAZMARA et al., 2002).
Outro estudo realizado, nessa mesma linhagem celular monocitica, demonstrou que o
inflamassoma NLRP1 forma complexo com a proteina CARDS8, ASC, caspase-5 e caspase-1
(VLADIMER et al., 2013). Da mesma forma, o NLRP3 parece se associar as proteinas
adaptadoras ASC e CARDS, através da interacdo entre o dominio FIIND do CARDS8 e o
dominio NOD do NLRP3 para formar o inflamassoma (AGOSTINI et al., 2004; JO et al.,
2016; VERMA et al., 2008).

A proteina CARDS8 regula de forma inibitéria a apoptose e multiplos caminhos da
ativacdo sinalizacdo do NF-kB (BOUCHIER-HAYES et al., 2001). Esta proteina regula a
secrecdo de IL-1pB, através de interagdo inibitoria com caspase-1 do NLRP3 (ITO; HARA,
KUBOTA, 2014) e/ou atuando através de mecanismos inibitérios na formacéo de pro-IL-13
pela via NF-kB (EKLUND et al.,, 2014; RAZMARA et al., 2002). Além da caspase-1,
CARDS interage também com caspase-9. Essa interacdo entre CARDS8 e caspases ocorre
através das interacGes homotipicas CARD-CARD (PATHAN et al., 2001).

Em relacdo a sinalizacdo NF-kB, o CARDS parece interagir com a subunidade IKKy,
conhecida também como NEMO do complexo de quinases IkB (IKK). Desta forma, a
proteina CARDS inibe uma sinalizacdo importante na inflamacdo, a via NF-kB (BOUCHIER-
HAYES et al., 2001).

A patogénese de diferentes doengas inflamatorias, autoinflamatdrias, autoimunes e
doencas infecciosas, tém sido associadas a ativacdo irregular de inflamassomas. Nesse
contexto, estudos tém demonstrado que polimorfismos nos genes de inflamassomas e

componentes relacionados podem estar envolvidas nas doencas inflamatorias, bem como
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infecciosas, devido esses polimorfismos ocasionarem alteragfes nas atividades ou funcdes
destes genes (JO et al., 2016).

Portanto, polimorfismos associados a genes de inflamassomas como NLRP1, NLRP3,
AIM2 e componentes relacionados como CARD8 e CTSB podem alterar o equilibrio da
resposta imune inata, ativar ou inibir os respectivos e resultar em diferentes respostas na
patogenia da doenca. No entanto, nota-se que séo raros os estudos de polimorfismos em genes
de inflamassomas direcionados para doengas infecciosas (PARAMEL; SIRSJO; FRANSEN,
2015).

2.6 Polimorfismos em genes de inflamassomas nas infecgoes
micobacterianas

Os estudos de polimorfismos em genes que codificam para as proteinas dos
inflamassomas e componentes relacionados em humanos, infectados por micobactérias, ainda
sdo considerados raros. Nesse contexto, poucos estudos foram realizados e, entre estes, tem-se
0 estudo realizado por Souza de Lima et al. (2016) que avaliaram os polimorfismos em
diversos genes de inflamassomas (NLRP1, NLRP3, AIM2, CARDS, IL1B, IL18, IL1R1, P2X7
e CTSB) na populagdo da regido amazonica, e encontraram que o polimorfismo no gene
NLRP3 (rs10754558), o gendtipo G/G foi o menos frequente no grupo de pacientes, sugerindo
um papel protetor do alelo G no desenvolvimento da TB. Em relacdo ao gene P2X7
(rs2230911), gendtipo G/G, foi significantemente mais frequente no grupo dos pacientes,
sugerindo que a presenca deste SNP, aumenta o risco ao desenvolvimento TB pulmonar ativa.

Neste mesmo estudo, o gene CTSB (rs8898), que codifica para a catepsina B, o
gendtipo T/T, foi frequente no grupo controle, seguindo a mesma linha protetora para TB, o
que é plausivel, considerando que a catepsina B é um ativador do inflamassoma NLRP3.

No que se refere ao gene CARDS, pesquisadores analisaram que o polimorfismo no
gene CARDS8 (rs2043211) substituiu um residuo inicial por um cédon de parada (C10X),
ocasionando uma mutacdo non-sense em algumas isoformas do CARDS. Isto resultou na
diminuicdo da expressdo do gene CARDS e, consequente, perda da inibicdo mediada por essa
proteina e, consequentemente, houve um aumento na expressao de IL-1p (KO et al., 2009).

Outro estudo, ao avaliar a infeccdo por Mycobacterium tuberculosis, em individuos
que apresentavam o polimorfismo Q705K de NLRP3 (rs35829419), em combinagdo com esse

mesmo polimorfismo C10X do gene CARDS8 (rs2043211) nos macrofagos, derivados de
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mondcitos humanos, constatou-se que houve maior controle da infeccdo, em comparacéo ao
grupo controle, sugerindo que essa variagdo genética elevou os niveis de IL-13 (EKLUND et
al., 2014). Um estudo anterior, realizado in vitro, mostrou que este mesmo polimorfismo
Q705K em NLRP3 representa uma mutacdo com ganho de funcgdo, responsavel por uma
hiperatividade do inflamassoma NLRP3 (VERMA et al., 2012).

Pontillo et al. (2013) ao analisarem a contribuicdo do SNP no gene CARD8 em
pacientes HIV positivos, coinfectados com Mycobacterium tuberculosis, constataram que o
polimorfismo no gene CARD8 (rs6509365) foi associado a suscetibilidade a infeccdo por
Mycobacterium tuberculosis, ressaltando que o polimorfismo genético do inflamassoma,
principalmente neste gene, parece contribuir fortemente no desenvolvimento de doengas.

Em conjunto, os resultados destas pesquisas sugerem que polimorfismos em genes
para inflamassomas, bem como em componentes relacionados, parecem contribuir na
patogénese da TB e que outros estudos precisam ser realizados, envolvendo polimorfismos
em regides diferentes destes genes. A partir disto, analisar se outros polimorfismos podem
estar associados a suscetibilidade ou protecdo ao desenvolvimento da TB. Portanto, os estudos
imunogenéticos sobre os inflamassomas na resposta imune a TB, podem ajudar a elucidar os
mecanismos envolvidos e, possivelmente, explicar a grande ocorréncia de casos de TB no
Amazonas (ABEL et al., 2017).
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3.0BJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar polimorfismos de base unica (SNP) em genes de inflamassomas NLRP1,
NLRP3, AIM2 e componentes relacionados CARD8 e CTSB em pacientes com TB.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar as frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos, em genes
de inflamassomas e seus componentes relacionados, em pacientes com TB
pulmonar e TB extrapulmonar.

e Avaliar se a combinacdo de hapldtipos dos genes de inflamassomas NLRP1 e
AIM2 podem estar associadas ao desenvolvimento de TB.

e Verificar se os polimorfismos no gene relacionado ao inflamassoma CTSB

estdo associados com a concentragdo de IL-1p no plasma sanguineo.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

O estudo é observacional prospectivo para avaliar os polimorfismos de base Unica
(SNP), nos genes de inflamassoma e componentes relacionados, em pacientes com TB

pulmonar, TB extrapulmonar e controles (saudaveis).

4.2 Populacéo de estudo

A populacdo de estudo foi constituida por individuos provenientes do Amazonas, de
ambos 0s sexos, com idade entre 18 e 60 anos, os quais foram recrutados na Policlinica

Cardoso Fontes, referéncia em pneumologia no estado do Amazonas.

4.3 Grupos estudados e critérios de incluséao

Os grupos estudados foram: os pacientes com TB pulmonar (Grupo 1), pacientes com
TB extrapulmonar (Grupo 2) e individuos saudaveis que tém contato/convivéncia proxima

com os pacientes de TB (Grupo 3).

4.3.1 Critérios de inclusao

Nos grupos estudados foram incluidos pacientes com diagnostico clinico e/ou
laboratorial de tuberculose pulmonar (com diagndstico laboratorial positivo para TB
pulmonar), TB extrapulmonar e os contatos dos pacientes de TB, que sdo os individuos que
convivem com pacientes com TB, mas que ndo desenvolveram a doenga. Os grupos incluidos
no estudo foram: pacientes com TB pulmonar (Grupo 1), pacientes com TB extrapulmonar
(Grupo 2) e contatos de pacientes com TB (Grupo 3). Os critérios de inclusdo propriamente

ditos foram os seguintes:
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4.3.1.1 Grupo 1: Pacientes com TB pulmonar

Os pacientes com TB pulmonar foram os sintométicos respiratorios, que se encontram
no inicio do tratamento, com resultados positivos “Mycobacterium tuberculosis detectavel”
para 0 Teste Rapido Molecular (TRM, GeneXpert MTB/RIF), ou pacientes que tiveram uma
ou duas baciloscopias de escarro positivas e/ou cultivo do escarro com isolamento de M.
tuberculosis, ou pacientes com baciloscopia e cultivo do escarro com resultados negativos,
mas que iniciaram o tratamento para TB por possuirem imagem pulmonar compativel (raios-x

ou tomografia).

4.3.1.2 Grupo 2: Pacientes com TB extrapulmonar

Nesse grupo foram incluidos os pacientes diagnosticados para TB extrapulmonar em

tratamento ou com o tratamento finalizado, de acordo com as seguintes caracteristicas:

- Pacientes suspeitos clinicamente de TB extrapulmonar, de qualquer topografia, com
diagndstico de Tuberculose extrapulmonar baseado em resultado positivo de cultivo de
amostra bioldgica para Mycobacterium tuberculosis, e/ou por exame molecular positivo para
complexo M. tuberculosis ou para regido génica especifica de M. tuberculosis, em tratamento

ou ja tratados para Tuberculose.

- Pacientes suspeitos clinicamente de Tuberculose extrapulmonar, de qualquer
topografia, sem diagnostico por método microbiolégico ou molecular, mas com presenca de
achados histopatoldgicos sugestivos de Tuberculose, como presenca de granulomas, com ou
sem necrose caseosa e de células gigantes e de bacilos alcool-acido resistentes, em tratamento

ou ja tratados para Tuberculose.

- Pacientes suspeitos clinicamente de Tuberculose extrapulmonar, de qualquer
topografia, sem diagndstico por método microbiol6gico, molecular e/ou histopatologico, mas
que tenham sido submetidos a prova terapéutica por mais de trés meses com drogas

antituberculosas, tendo ou néo ja finalizado o esquema terapéutico.
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4.3.1.3 Grupo 3: Contatos de pacientes com TB

Os contatos sdo individuos que convivem com o0s pacientes com TB e estavam
acompanhando os mesmos por ocasido do diagnostico laboratorial ou tratamento na referida

policlinica, bem como os profissionais de saude que atenderam os pacientes de TB pulmonar.

4.4 Critérios de exclusao

Individuos com TB que apresentaram as seguintes comorbidades: cancer, diabetes,
Aids, hepatites e doencas autoimunes bem como os individuos HIV positivos, gestantes,
transplantados ou que estiveram fazendo uso de algum imunorregulador ndo foram incluidos
no projeto.

Pacientes em gque houve o isolamento e identificacdo de micobactérias ndo causadoras
de TB (NTM).

Contatos que no decorrer do projeto apresentaram sintomas respiratérios e/ou

resultados da baciloscopia e/ou cultivo positivo para M. tuberculosis.

4.5 Recrutamento e coleta dos dados dos pacientes e controles

O recrutamento dos pacientes e contatos foi realizado na Policlinica Cardoso Fontes.
As coletas iniciaram em 2016 em funcgéo da realizagdo do projeto intitulado “Polimorfismos
de base Unica (SNP) em genes de inflamassomas associados a tuberculose extrapulmonar”.
Rotineiramente, nesta policlinica ocorreu o primeiro atendimento no setor denominado
“Aprazamento 1” por parte de um funcionario da policlinica, local onde sdo fornecidas as
orientagdes sobre tratamento e as autorizacOes para liberacdo dos medicamentos.

O convite para participar do projeto, a explicacdo do projeto, a leitura e a assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Apéndices | e Il) foram realizadas no
Aprazamento 1, assim como o preenchimento da ficha de cadastro com dados

epidemioldgicos (Apéndices Il e 1V).
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4.6 Calculo amostral

Para defini¢do do tamanho da amostra foi realizado um calculo aproximado baseado
no nimero de casos diagnosticados para TB na Policlinica Cardoso Fontes no ano de 2015.

Em 2015, 395 casos novos de TB pulmonar e 285 casos novos de TB extrapulmonar
foram diagnosticados na Policlinica. O programa Gpower versao 3.1 foi utilizado e adotou-se
o valor de a= 0,05 (5%), B = 0,1 (10%), poder da amostra de 0,95 e o tamanho da populagdo
de 395 pacientes com TB pulmonar e 285 pacientes com TB extrapulmonar. O resultado do
numero amostral foi de 195 individuos com TB pulmonar e 164 individuos com TB

extrapulmonar e 359 controles, que seriam os acompanhantes dos pacientes.

4.7 Amostras biologicas

As amostras bioldgicas dos pacientes e controles utilizadas nesse projeto foram
escarro e sangue total, coletados em local ou sala apropriados para cada tipo de amostra
clinica, respectivamente, da Policlinica Cardoso Fontes. Nesta policlinica, as amostras sao
analisadas por exames rotineiros como a Baciloscopia direta e/ou TRM (GeneXpert
MTB/RIif). No entanto, para esta pesquisa foi solicitada também ao paciente a coleta de
amostra de escarro, quando eles tinham condi¢des fisicas de realizar o procedimento de coleta
apos a assinatura do TCLE. As amostras de escarro foram encaminhadas ao laboratério de
Micobacteriologia do Instituto de Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA) e, as amostras
de sangue, foram encaminhadas ao Laborat6rio de Imunologia Molecular (LIM), do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Amazonas (Figura 4).
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Figura 4 - Fluxograma das atividades que foram realizadas durante o projeto
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4.8 Exames micobacterioldgicos nas amostras de escarro

No Laboratério de Micobacteriologia do INPA, as amostras de escarros foram
registradas e identificadas com c6digo numérico e data da coleta.

As amostras de escarros foram submetidas aos exames de microscopia e cultivo. Para
a microscopia do escarro foi utilizada a técnica de baciloscopia direta (BRASIL, 2001;
BRASIL, 2008) e baciloscopia pds-concentracdo (SALEM et al., 1990), com coloracdo da
lamina pela técnica de Kinyoun (KENT; KUBICA, 1985) e visualizacdo em microscopio
Optico em objetiva de imersdo no aumento de 1000X. O cultivo foi realizado, segundo a
metodologia de Salem et al. (2007), pelo método PKO (iniciais em homenagem a Petroff,
Kudoh e Ogawa). As micobactérias que se desenvolvem no meio de cultivo foram
identificadas como M. tuberculosis por PCR, utilizando primers especificos para o elemento
de insercdo 1S6110 (HERMANS et al., 1990; VAN EMBDEN et al., 1993).

4.9 Extracdo de DNA das amostras de sangue

A técnica de extracdo de DNA em amostras de sangue foi feita pela metodologia
descrita por Gustincich et al. (1991) com modificagdes, baseada na precipitagdo do DNA por
sais de brometo de tetrametilaménio (DTAB/CTAB). Apds a retirada do sobrenadante
(plasma) e coleta da camada de leucécitos (Buffy coat), o detergente catibnico DTAB
(Brometo de dodecil-trimetil amdnio) lisou as membranas celulares e nucleares. Com a adi¢éo
de cloroférmio ocorreu a desproteinizagdo, de modo que o DNA ficasse na fase aquosa. A
recuperacdo do DNA foi realizada por precipitacdo seletiva com o CTAB (Brometo de
cetiltrimetilamonio), seguida de lavagens para a purificacdo do DNA. As amostras de DNA
foram quantificadas em espectrofotémetro de luz UV e armazenadas no freezer -20°C,
devidamente codificados e datados até 0 momento do uso.

4.10 Genotipagem por PCR Quantitativa em Tempo Real (QPCR) -
Ensaio TagMan

A identificacdo dos polimorfismos dos genes de inflamassoma e componentes
relacionados foi realizada pela técnica de PCR Quantitativa em Tempo Real (QPCR) em

equipamento QuantStudio 3 Real-Time PCR da Applied System. Neste estudo foram utilizadas
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sondas fluorescentes de hidrdlise TagMan com sequéncias alelo-especificas, as quais
permitem a genotipagem de individuos para um SNP especifico.

Para cada gene, as reacdes foram feitas em uma microplaca de 96 po¢os onde foram
adicionados 0s seguintes reagentes: TagMan Genotyping Master mix, sondas TagMan
especificas para cada variante estudada, DNA e agua ultrapura suficiente para atingir um
volume final de 11 pL na concentragdo e quantidades fornecidas, conforme descrito no
Quadro 2. O Master mix otimizado foi uma mistura composta de dNTPs
(desoxirribonucleotideos trifosfatos), tampédo, a enzima DNA polimerase e o0 ROX
(Referéncia passiva). Este ultimo é uma referéncia interna necessaria para corrigir as
variagcOes de fluorescéncia, devido a mudancas de concentracdo ou volume (variagdo da
pipetagem).

Para cada microplaca de reacdo foi incluida um controle negativo contendo todos os
regentes descritos anteriormente, com exce¢do do DNA, com a finalidade de garantir que ndo
houvesse contaminacdo dos reagentes utilizados na reacdo com DNA. Além disso, 3 (trés)
controles positivos foram incluidos: um referente ao heterozigoto, um homozigoto para o

alelo 1 e um homozigoto para o alelo 2, para aumentar a confiabilidade dos resultados.

Quadro 2 - Condigdes de reacdo de qPCR usadas para as sondas NLRP1, NLRP3, AIM2,

CARDS8 e CTSB
Reagentes Concentracédo utilizada | Quantidade utilizada para 1 reagdo
(uL)
TagMan Genotyping 1X 5
Master Mix 2X
Sonda 20X 0,5X 0,5
DNA 50ng/pL 1
H,0 ultrapura 1X 45
Volume final 11,0

O valor do Threshold corresponde ao nivel de deteccdo onde a fluorescéncia acumulada
alcanca a intensidade acima do ruido, de modo que o Threshold das amostras analisadas foi de
0,04. A baseline consiste no limiar minimo de detec¢do na qual a fluorescéncia gerada pela
amplificacdo ndo ultrapassou o ruido do meio do equipamento. As sondas alelos-especificas
sintetizadas pela Thermo Fisher Scientific utilizadas para genotipagem (Quadro 3) e as

condigdes de amplificacdo sdo apresentadas no Quadro 4.
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Gene Polimorfismo | Cromossomo | Sequéncia da sonda 5°’-[VIC/FAM]-3’ Alelo
GGTAAAGGAGATGGGTGGGTGGG | A - selvagem
NLRP1 rs35865013 17:5512596 GC[A/G]TGAAGGACCCGAAAGACA | G - polimorfico
AGGCCAG
ATGCTTGGCAGGTGGACAGCAGA | C - polimérfico
NLRP3 rs3806265 1:247423034 AG[C/T]ITGTTTTGAAACTAGGAGT | T - selvagem
GCAGAAA
TAAAAGGCACTTCCATTCACTCAT | C- polimérfico
AIM2 rs1103577 1:159130525 | T[C/T]JGCTCAAGCCAGAAAGCCGG | T -selvagem
GAATCA
TGCTATCAAAAAAAAAAAAGCAT | C - polimorfico
CARDS rs2009373 19:48216157 | GA[C/T]TGTGACACCTGGAAAAAA | T - selvagem
TCTTTTT
ACACAGCCCTCTTCCCCAGCCCCT | A - polimérfico
CTSB rs1692816 8:11846948 C[A/C]CCTGCCTGCCCAATCCAGCC | C - selvagem
CTATT
Quadro 4 - Sondas e condicfes de termociclagem utilizadas no experimento
Gene Termociclagem
NLRP1 Pre-read stage 60°C — 00°:30” 1 ciclo
NLRP3 Hold stage 95°C — 10°:00” 1ciclo
AIM2 PCR stage 95°C — 00’:15” 50 cicl
CARD8 PCR stage 60°C — 01°:00” ciclos
CTSB Post-read stage 60°C — 00’:30” 1 ciclo
A interpretagdo dos resultados foi feita com software (QuantStudio™

Design&Analysis Software v1.4.2) de discriminacdo alélica, de acordo com a curva de
amplificacdo gerada, e assim, permitindo a identificacdo dos genotipos. O genotipo de
determinada amostra é classificado em homozigoto para o alelo normal, homozigoto para o

alelo polimdrfico ou heterozigoto.

4.11 Quantificacéo da citocina IL-1p por ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay)

A quantificagdo da citocina IL-1p nas amostras de plasma foi realizada por ELISA,
utilizou-se o kit comercial BioLegend’s ELISA MAX™ Deluxe Sets. O ELISA foi realizado
conforme as instrugdes do fabricante. A curva-padrdo foi realizada nas seguintes
concentragdes: 125 pg/mL; 62,5 pg/mL; 31,3 pg/mL; 15,6 pg/mL; 7,8 pg/mL; 3,9 pg/mL; 2,0
pg/mL e o Branco. A leitura foi realizada no espectrofotdmetro de placas da BioRad com
filtro de 450 nm. Os resultados foram expressos em densidade ética (DO) e, posteriormente,

convertidos em pg/mL.
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4.13 Aspectos éticos

Este projeto esta vinculado ao projeto maior, sob titulo “Polimorfismos de base unica
(SNP) em genes de inflamassomas associados a tuberculose extrapulmonar”, aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas (via Plataforma-
Brasil/CEP-UFAM), sob responsabilidade da professora Aya Sadahiro. O parecer
consubstanciado foi emitido em 17 de agosto de 2016, sob o numero do CAAE:
51291915.1.0000.5020 (Anexo I). Neste projeto, os pacientes com TB pulmonar e controles
também foram previstos, embora o projeto aprovado pelo CEP tenha como foco principal a

TB extrapulmonar.

4.14 Apoio Financeiro

Este projeto teve apoio financeiro do Laboratério de Imunologia Molecular (LIM),
Laboratdério de Micobacteriologia do INPA (com apoio do projeto “Testes rapidos para
avaliacdo da resisténcia de Mycobacterium tuberculosis a Isoniazida e Rifampicina, a partir de
amostras de escarros multibacilares de pacientes com Tuberculose pulmonar”, Edital PPSUS,

financiado pela FAPEAM) e do Laborat6rio de Imunogenética da USP.

4.15 Analise Estatistica

Para esta andlise foi realizada a estatistica descritiva dos dados obtidos nos grupos de
TB pulmonar, TB extrapulmonar e controle. Os polimorfismos foram testados quanto ao
equilibrio de Hardy-Weinberg na populacdo avaliada através do programa Haploview, assim
como foi utilizado este mesmo programa para derivar os haplétipos (BARRETT et al., 2005).

O software estatistico R, versdo 3.4.3, (www.r-project.org) junto o pacote ‘’SNPassoc’’,

versdo 1.9-2, foi utilizado para realizar as andlises de regressdo multipla (associacdo de
genotipos). A andlise de associagdo foi realizada para quatro modelos genéticos: Codominante
(comparacdo da frequéncia homozigoto para o alelo polimdrfico, heterozigoto e homozigoto
para o alelo selvagem) no qual expressa simultaneamente ambos os alelos; Modelo dominante
(comparacdo da frequéncia de homozigoto para o alelo selvagem versus de heterozigoto +

homozigoto para o alelo polimérfico entre os grupos estudados); Modelo recessivo
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(homozigoto para o alelo selvagem + heterozigoto versus homozigoto para o alelo
polimérfico); Overdominate (Comparacgdo das frequéncias homozigoto para o alelo selvagem
+ homozigoto para o alelo polimoérfico versus heterozigoto) no qual avalia o gendtipo
heterozigoto. Para cada SNP foi apresentado o melhor modelo. Foi adotado um limiar
significativo de p<0,05.

Para a andlise das concentracfes de citocinas entre os diferentes grupos e versus
gendtipos foi utilizada o teste de ANOVA (Analise de variancia ndo paramétrico). O
programa GrahPadPrism® (versdo 7.0) foi utilizado para estas analises dos resultados com
citocinas. O nivel de significancia empregado foi de p<0,05, com o intervalo de confianga de
95%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Descricao da populacao recrutada

No presente estudo foram incluidos 1126 participantes, destes 434 foram pacientes de
tuberculose pulmonar (TBP), 143 de tuberculose extrapulmonar (TBE) e 549 controles. A
extracdo de DNA das amostras coletadas foi realizada com 100,0% de sucesso. As
informac0des coletadas durante a entrevista dos participantes estdo nas fichas apresentadas nos
apéndices 11l (Pacientes) e IV (Contatos), sendo consideradas nesse estudo as seguintes
variaveis: idade, sexo, naturalidade, vacinacdo por BCG, tabagismo e alcoolismo (Tabela 1 e
2).

Em relacdo as amostras testadas para a identificacdo dos polimorfismos dos genes
NLRP1, NLRP3, AIM2, CARD8 e CTSB, em 1091 amostras foi possivel realizar a
genotipagem. Trinta e cinco amostras (3,2%) sendo treze de TBP, nove de TBE e treze de
controles foram excluidas do ensaio, pois ndo amplificaram nos ensaios de QPCR,
provavelmente pela existéncia de algum inibidor na amostra. Por este motivo, para as analises
de genotipagem foram consideradas o n=1091, destes 421 foram de pacientes TBP, 134 de
TBE e 536 de controles (Tabela 4 e 6).

5.2 Caracteristicas gerais da populacédo estudada

Em relacdo as caracteristicas da populacdo estudada, nos grupos dos pacientes com
TBP e TBE a maioria foi do sexo masculino com 61,3% e 57,3%, respectivamente (Tabela
1), confirmando que a TB acomete mais homens (BRASIL, 2016), dados comparaveis aos
obtidos por Hill et al. (2006) em um estudo realizado na populacéo africana, no que os autores
descrevem a TB foi mais frequente em homens (65,0%) que em mulheres (35,0%). Acredita-
se que essas diferencgas sejam provenientes de fatores relacionados a cultura popular, visto que
em algumas sociedades sdo o0s homens que trabalham fora do ambiente domiciliar,
representando o alicerce financeiro familiar, expondo-os a grande nimero de contatos sociais
e diferentes afeccbes. Adicionalmente, ha também o fato das mulheres procurarem mais 0s
servicos de saude, principalmente na faixa etaria entre 45 a 64 anos, e uma melhor adesdo ao
tratamento parece contribuir para uma menor ocorréncia de TB em mulheres (EPHREM et al.,
2015; RHINES, 2013).
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Quanto a idade da populagdo estudada, foi observada uma faixa de 18 a 60 anos, tanto
para o grupo dos pacientes com TBP e TBE, quanto dos controles, com média de
aproximadamente 38,0; 34,0 e 32,0 anos (Tabela 1), respectivamente. Da mesma forma,
como apontam os estudos epidemioldgicos, a TB acomete geralmente trabalhadores nessa
faixa etéria, a qual reflete periodo de grande produtividade no trabalho (BRASIL, 2016).

Em relacdo a naturalidade, a maioria dos pacientes e controles eram originarios da
cidade de Manaus. E necessério destacar que o estado do Amazonas representa ha cinco anos,
0 estado brasileiro com o maior coeficiente de incidéncia para TB (BRASIL, 2018b), pois
sabe-se que pessoas que vivem ou trabalham, em locais com alta carga da doenca, correm
maior risco de exposi¢cdo ao agente causador da TB (CENTIS, 2018), no qual possivelmente

poderia explicar as maiores ocorréncias de TB na presente regiao.

Tabela 1 - Caracteristicas gerais da populacdo estudada: controles, pacientes com TB
pulmonar (TBP) e extrapulmonar (TBE)

Caracteristicas gerais CONTROLES TBP TBE
n=549 n=434 n=143
Sexo
Masculino, n (%) 282 (51,4%) 266 (61,3%) 82 (57,3%)
Feminino, n (%) 267 (48,6%) 168 (38,7%) 61 (42,7%)
Idade (anos), (M2 e (SD) 32,9+12,5 38,1+13,7 34,6+14,1
Naturalidade
Manaus (%) 69,3% 53,1% 56,9%
Outros municipios do AM (%) 18,0% 30,9% 28,5%
Outros Estados (%) 12,7% 16,0% 14,6%

Legenda: M? = Média; SD"=Standard deviation. AM=Amazonas.

As analises quanto as varidveis vacinagdo por BCG, tabagismo e alcoolismo sdo
mostradas na Tabela 2. Dos 1126 pacientes e controles, foi possivel analisar 830 quanto a
vacinacao por BCG, 746 para tabagismo e 589 para a variavel alcoolismo.

A vacina BCG é considerada a mais antiga e amplamente utilizada, principalmente em
paises endémicos para TB, com a finalidade de proteger contra formas disseminadas da
doenca, sendo administrada para todas as criancas entre 0 nascimento e o primeiro més de
vida (MARTIN; AGUILO; GONZALO-ASENSIO, 2018). A eficacia da BCG é altamente
variavel em criangas e adultos, visto que em criangas protege contra formas graves da doenca
e em adulto é parcialmente eficaz contra a TBP (MANGTANI et al., 2014). Apesar das
limitacbes da BCG, a relacdo beneficio-risco e controle da disseminacdo da doenga, a
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vacinacdo é considerada favoravel, conferindo protecdo por até 20 anos (KHOSHNOOD et
al., 2018).

Quanto a variavel vacinagdo por BCG, neste estudo, foi associada ao efeito protetor
contra a TB pulmonar (p=0,0007; OR=0,36). No entanto, curiosamente observou-se que 85%
dos pacientes com TBP e 82,6% com TBE foram vacinados, ou seja, a maioria dos pacientes
ndo deveria ter desenvolvido a doenga, se a BCG foi associada a prote¢do. Estes resultados
demonstram que a BCG pode ser protetora, mas certamente a condicdo imunoldgica e 0s
fatores imunogenéticos colaboram para o desfecho no desenvolvimento da doenca, mesmo
que o individuo tenha sido vacinado.

No estudo realizado por Barletta-Naveca et al. (2018) na populacdo amazonense,
demonstrou gue a vacina BCG foi associada ao efeito protetor ao avaliarem pacientes com TB
pulmonar. Contudo, na comparacdo entre os grupos TBP e TBE ndo houve associacdo
estatisticamente significativa.

Na analise das varidveis tabagismo e alcoolismo, ambas foram associadas ao risco as
formas clinicas de TBP e TBE (p=<0,0001). Esses resultados confirmam o estabelecido, pela
maioria das pesquisas, como dois fatores de risco para TB. Centis (2018) relata que o uso de
tabaco influencia na progressdao da infeccdo latente para doenca ativa, no insucesso do
tratamento e aumento do nimero de 6bitos por TB. Além disso, no estudo realizado por Altet
et al. (2017), o tabagismo foi caracterizado como o principal fator associado aos resultados
falso-negativos do teste IGRA (Interferon gamma realease assay), gravidade da doenca e
resultados negativos na cultura.

Em relacdo ao alcoolismo, na meta-anélise realizada por Imtiaz et al. (2017), o
consumo de alcool foi associado a um risco aumentado para TB em todas os estudos
analisados e um contribuinte principal a carga da TB da doenca. Adicionalmente, tem sido
associado como causa secundaria de deficiéncia de micro e macro-nutrientes, prejudicando a
imunidade do hospedeiro (RAVIGLIONE; YEW; MIGLIORI, 2011).
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Tabela 2 - Caracteristicas gerais da populacdo estudada: controles, pacientes com TB pulmonar (TBP) e extrapulmonar (TBE) quanto as
variaveis vacinagdo BCG, tabagismo e alcoolismo

Caracteristicas gerais CONTROLES UEE1E TBE TBP vs. CONTROLES TBP vs. TBE

Vacina BCG n=339 n=359 n=132 OR 1C95% Valor-p OR 1C95% Valor-p
Sim, n (%) 317 (93,5%) 305 (85,0%) 109 (82,6%) 0,36 0,20-0,63 0,0007 0,87 047-1,6 0,7893
N30, n (%) 17 (5,0%) 45 (12,5%) 14 (10,6%)

NZo sabe, n (%) 5 (1,5%) 9 (2,5%) 9 (6,8%)

Tabagismo n=304 n=307 n=135
Sim, n (%) 29 (9,5%) 72 (23,5%) 30 (22,2%) 2,90 1,80-459 <0,0001 107 0,65-1,75 0,8727
Néo, n (%) 275 (90,5%) 235 (76,5%) 105 (77,8%)
Alcoolismo n=263 n=202 n=124
Sim, n (%) 32 (12,2%) 75 (37,1%) 29 (23,4%) 4,26 2,69-6,70  <0,0001 1,93 1,16-3,16 0,0138
N30, n (%) 231 (87,8%) 127 (62,9%) 95 (76,6%)

Legenda: Para as analises de associagdo a BCG, tabagismo e alcoolismo foi aplicado o teste de x? com correcéo de Yates. Controles, pacientes com TB pulmonar (TBP) e pacientes
com TB extrapulmonar (TBE). NR: N&o realizado. Valores p<0,05 foram considerados significativos, odds ratio (OR) e intervalo de confianca de 95% (1C95%).
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Grafico 1 - NUmero de casos das formas clinicas da TB extrapulmonar neste estudo.

Com relacdo as formas clinicas da TB, os pacientes incluidos apresentaram
principalmente a forma pulmonar, TBP (75,2%). No que diz respeito as formas clinicas da TB
extrapulmonar, TBE, neste estudo a forma pleural foi a mais frequente (54,5%), seguida da
cutanea (18,9%) e ganglionar (16,8%) (Gréafico 1). As formas menos frequentes foram a
0ssea (3,5%) e outras (intestinal, perianal, ocular, anal e Miliar) (6,3%). Os resultados obtidos
no presente estudo foi semelhante ao estudo epidemioldgico realizado por Gomes et al. (2014)
no Brasil, nos anos de 2007 a 2011, quanto a frequéncia da forma clinica pleural (42,0%), que
também foi a mais frequente dentre as TBE, seguida pela forma ganglionar (21,0%). Outro
estudo realizado no estado do Texas (EUA) por Qian et al. (2018), a forma linfatica (32,3%)

foi a mais frequente, seguida da pleural (15,7%), 6ssea (12,2%) e meningea (7,5%).
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5.3 Anélise dos polimorfismos nos genes NLRP1, NLRP3, AIM2,
CARDS8 e CTSB

Conforme referido anteriormente, das 1126 amostras de DNA testadas, trinta e cinco
amostras (3,2%) foram excluidas da analise de polimorfismos, pela auséncia de amplificacédo
no ensaio da gPCR. Deste modo, em 1091 amostras foi possivel realizar a genotipagem. Essas
amostras foram analisadas para os seguintes polimorfismos NLRP1 (rs35865013), NLRP3
(rs3806265), AIM2 (rs1103577), CARDS8 (rs2009373) e CTSB (rs1692816). As curvas de
amplificacdo geradas, de alguns ensaios da qPCR, podem ser visualizadas nas figuras 5, 6, 7,

8 e 9. O gréfico de discriminacdo alélica dos SNP nos genes estudados sao apresentados na

figura 10.
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Figura 5 - Curva de amplificacdo gerada para o polimorfismo rs35865013 no gene NLRP1
A-Curvas de amplificacdo de 96 amostras. B-Homozigoto selvagem (AA). C-Homozigoto polimérfico
(GG). D- Heterozigoto (AG).
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Figura 6 - Curva de amplificacdo gerada para o polimorfismo rs3806265 no gene NLRP3
A-Curvas de amplificacdo de 96 amostras. B-Homozigoto selvagem (TT). C- Heterozigoto (CT).
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Figura 7 - Curva de amplificacdo gerada para o polimorfismo rs1103577 no gene AIM2
A-Curvas de amplificacdo de 96 amostras. B-Homozigoto selvagem (TT). C-Homozigoto polimérfico

(CC). D- Heterozigoto (CT).
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Figura 8 — Curva de amplificagcdo gerada para o polimorfismo rs2009373 do gene CARD8
A-Curvas de amplificacdo de 96 amostras. B-Homozigoto selvagem (TT). C- Homozigoto polimoérfico
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Figura 10 - Grafico de discriminacdo alélica do polimorfismo nos genes NLRP1 (A), AIM2 (B),
CARDS8 (C) e CTSB (D). O X representa uma amostra indeterminada e o quadrado o controle

negativo da reacéo.

A genotipagem foi realizada com base no perfil das curvas de amplificacdo geradas

para os SNP (figura 5, 6, 7 e 8), nos grupos de pacientes com TB e controles. A partir disto,

foram obtidas as frequéncias genotipicas e alélicas nos genes que codificam inflamassoma

(Tabela 4) e componentes relacionados (Tabela 6).
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5.3.1. Frequéncia do alelo menor

As frequéncias de alelos menores (MAF) com os respectivos resultados do Equilibrio
de Hardy-Weinberg - EHW (valores de p-EHW) dos SNP estudados estdo descritos na
Tabela 3.

No presente estudo, a frequéncia do MAF do gene NLRP1 rs35865013, o alelo A, foi
de 0,34% para os controles, 0,36% no grupo de pacientes com TBP e 0,33% para TBE. A
média da frequéncia do alelo A, reunindo os trés grupos, foi de 0,35%. Esta distribuicdo foi
compardvel a da populacdo europeia (0,35%), especialmente a da Escocia (0,34%).
Resultados contrarios foram observados na populacdo do leste asidtico, com frequéncia
elevada do alelo A (0,78%) (Ensembl Genomes, 2019). No entanto, de acordo com os dados
registrados na NCBI (HapMap ou 1000Genome), globalmente os alelos A e G, do gene
NLRP1 rs3586013, apresentam uma distribuicdo equitativa, ou seja de 0,50%, embora seja
evidente a existéncia de grandes variagdes nas frequéncias dos alelos, dependendo da

populacdo investigada.

Para o polimorfismo no gene NLRP3 rs3806265, a MAF foi o alelo C, tanto nos
controles, quanto no grupo TBE (0,10%), como também no grupo TBP (0,12%). Para este
SNP, globalmente o alelo menor é o alelo C com uma frequéncia de 0,46%. A populacdo
registrada com a menor MAF (alelo C) foi a europeia (0,33%) e a maior foi a americana
(0,55%). A MAF encontrada no presente estudo para o gene NLRP3 (alelo C) foi baixa
guando comparada com as demais populac@es: africana (0,54%), leste asiatico (0,46%) e sul
da Asia (0,43%) disponibilizado no NCBI (HapMap ou 1000Genome). Da mesma forma, as
frequéncias do presente estudo foram menores quando comparadas aos resultados observados
no estudo realizado por Yu et al. (2018), em pacientes acometidos com psoriase vulgaris na
populacdo chinesa, em que a MAF (alelo C) rs3806265 foi de 0,43%; e nos controles foi de
0,49%. E necessario destacar que um dos tratamentos utilizados para psoriase vulgaris é o
inibidor do fator de necrose tumoral alfa (anti-TNFa), condi¢do no qual pode aumentar o risco
da tuberculose ou reativacdo de infeccdo. Outro estudo realizado por Hanaei et al. (2018)
neste mesmo SNP, em pacientes iranianos com colite ulcerativa, a MAF (alelo C) foi de
0,30%; e 0,23% nos controles. Por outro lado, o estudo analisado em pacientes com estomatite
aftosa recorrente na populacéo iraniana, a MAF (alelo C) foi semelhante ao encontrada no
presente estudo visto que a frequéncia foi de 0,07% para pacientes e 0,23% para controles,

embora o numero amostral tenha sido pequeno (125 participantes) (BIDOKI et al., 2016).



72

Em relacdo ao polimorfismo no gene AIM2 rs1103577, a MAF nos grupos controles
(0,47%), pacientes com TBP (0,44%) e TBE (0,49%) foi o alelo T. Para este SNP,
globalmente o alelo menor é o alelo C com uma frequéncia de 0,39%. A populacdo registrada
com a menor MAF para o alelo T foi a americana (0,36%) e a maior foi a africana (0,91%),
ainda com base nos dados do projeto 1000 Genome. A MAF encontrada no presente estudo
para o gene AIM2 (alelo T) assemelha-se com a populagdo europeia, com frequéncia em torno
de 0,40%. Neste contexto, a populacgéo italiana, da regido de Toscana, foi a que apresentou

frequéncia comparavel (0,43%) a encontrada neste estudo.

Finalmente, no que diz respeito aos polimorfismos nos genes dos componentes
relacionados ao inflamassoma, para o gene CARDS8 rs2009373 a MAF nos grupos estudados
(alelo T) tanto para os controles quanto no grupo de pacientes com TBP foi de 0,46%; e
0,40% para os pacientes com TBE. Globalmente, o alelo menor do polimorfismo no gene
CARDS8 ¢ o alelo C, com uma frequéncia de 0,47%. No entanto, a populacdo Americana
(Colombia, México, Peru e Porto Rico) registrou, a menor frequéncia para o alelo T com
0,41%, e a maior frequéncia foi a da populacdo do leste asiatico com 0,77%. Entretanto, a
MAF encontrada no presente estudo para este SNP no gene CARDS (alelo T) assemelha-se a
populacdo do sul da Asia (0,46%). E interessante notar que a subpopulacio com frequéncias
semelhantes ao encontrada no presente estudo foi a do Paquistao (0,44%), um dos paises onde

aincidéncia de TB é alta.

Para o SNP no gene CTSB rs1692816, a MAF no grupo controle (alelo A) foi 0,49% e
nos grupos de pacientes com TBP e TBE (alelo C) foram 0,48% e 0,45%, respectivamente.
Globalmente, o alelo menor é o alelo A com uma frequéncia de 0,43%. Ao analisar 0s grupos
TBP e TBE, bem como todos os grupos reunidos (Controles+ TBP+TBE), a MAF foi o alelo
C. Quando comparamos com a MAF encontrada no grupo controle, constata-se que os valores
encontrados foram semelhantes para ambos os alelos (Alelo A com 0,49% e o alelo C com
0,51%). Portanto, a MAF encontrada no presente estudo para o gene CTSB foi semelhante a

populacdo do leste asiatico (0,50%) e subpopulacdo foi a chinesa (Pequim) (0,48%).

A MAF para os SNP nos genes CARD8 e CTSB assemelhou-se as frequéncias
encontradas no continente asiatico. Segundo a WHO (2018), a maioria dos casos estimados de
TB no ano de 2017 foi no continente asiatico (44,0%), seguido Africa (25,0%) e Ocidental do
Pacifico (18,0%). Proporcdes menores ocorreram na Regido do Mediterraneo Oriental (7,7%),

Américas (2,8%) e Europa (2,7%). E interessante notar que os 30 paises com alta carga de TB
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representaram 87,0% de todos os casos novos estimados mundialmente, e oito desses paises
responderam por dois tercos do total global. Entre esses paises estdo a india (27%), China
(9%), Indonésia (8%), Filipinas (6%), Paquistdo (5%), Nigéria (4%), Bangladesh (4%) e
Africa do Sul (3%). Destes, com excecdo da Nigéria e Africa do sul, fazem parte do

continente asiatico.
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Tabela 3 — Frequéncia dos alelos menores (MAF) dos SNP, com as respectivas avalia¢des do Equilibrio de Hardy-Weinberg (p-EHW) obtidas nos grupos de
casos e controles.

Controles

Alelo TBP TBP TBE TBE 7 Controles
Gene UDEINIZ menor n.% p-EHW n.% p-EHW e p-EHW
n=415 n=122 n=533
NLRP1 rs35865013 A 296 (0.36) 0.7489 80 (0.33) 0.5368 364 (0.34) 0.3374
n=181 n=103 n=278
0.0400
NLRP3 rs3806265 C 43 (0.12) 0.0820 21 (0.10) 54 (0.10) 0.4933
n=416 n=126 n=532
AIM2 rs1103577 T 369 (0.44) 0.4269 124 (0.49) 0.3764 501 (0.47) 0.5425
n=408 n=100 n=534
CARDS rs2009373 T 374 (0.46) 0.6899 80 (0.40) 0.5317 487 (0.46) 0.9305
n=417 n=56 n=532
C 402 (0.48) 0.6241 50 (0.45) 543 (0.51) 0.4361
CTSB rs1692816 0.8540
A 432 (0.52) 62 (0.55) 521 (0.49)

Legenda. ID SNP: identificacdo do SNP; TBP: pacientes com TB pulmonar; TBE: pacientes com TB extrapulmonar; Valor p-EHW: valor de Equilibrio de Hardy-Weinberg.
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De maneira geral, foi observado que para os genes NLRP1, AIM2, CARD8 e CTSB, o
alelo selvagem apresentou uma frequéncia menor, em relacdo ao alelo polimorfico, embora as
diferencas sejam discretas para os genes AIM2, CARD8 e CTSB, visto que a frequéncia

encontrada entre os grupos estava em torno de 0,45%.

Os SNP analisados neste estudo, até 0 momento, ainda ndo foram relatados em outras
pesquisas de polimorfismos, mencionando as MAF, em doencas transmissiveis e nao
transmissiveis. N&o foi possivel relacionar as frequéncias encontradas com as de outras
populagdes com TB. Mesmo assim, os dados de frequéncia permitem compreender e explorar
a distribuicdo das MAF na populacdo amazonica, da mesma forma que esse conhecimento
podera ser Util e contribuir para pesquisas futuras em pacientes acometidos com TB ou para

outras doencas.

5.3.2 Analise de associagao para os polimorfismos

E importante destacar que os polimorfismos nos genes NLRP1, AIM2, CARDS e CTSB
estudados estavam distribuidos de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg nos grupos
analisados como mostram a Tabela 3 e Tabela 4. No entanto, foi observado desvio do
equilibrio de Hardy-Weinberg na frequéncia dos SNP do gene NLRP3 rs3806265 (p=0,0457)
no grupo TBP vs. Controle como também no grupo de TBP vs. TBE (p=0,0329),
provavelmente devido ao pequeno nimero amostral. Os polimorfismos ndo resultaram em

desequilibrio de ligacdo (DL) na populacao estudada (Apéndice V).

Posteriormente foram avaliadas as distribui¢cbes dos SNP quanto a frequéncia alélica e
genotipica na populacdo nos dois grupos estudados composto de pacientes com TBP vs.
controles e pacientes com TBP vs. TBE. Foi realizada a analise de associa¢do dos SNP com
as variaveis: idade, sexo, tabagismo e alcoolismo. Além disso, foram realizadas anélises de
hapldtipos e interacdo génica. As varidveis, sexo e idade foram incluidas na anélise como
varidveis de ajuste. Os resultados das andlises de associacdo, para 0s cincos SNP
selecionados, estdo descritos na Tabela 4 e 6. Cada SNP sera discutido separadamente nos

topicos a seguir.
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5.3.2.1 Andlise de associacdo para o gene NLRP1

Na andlise de associacdo do SNP rs35865013 no gene NLRP1 entre 0s grupos
investigados de pacientes com TBP vs. Controle e TBP vs. TBE, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os gendtipos e os alelos, nos quatro modelos de heranca
genética (Dominante, recessivo, codominante e superdominante) analisados, conforme consta
na Tabela 4. Na analise de associacdo do SNP por idade, sexo, tabagismo e alcoolismo
(Dados ndo mostrados) também ndo houve valores estatisticamente significativos. Como visto
anteriormente (Tabela 3), a frequéncia do SNP rs35865013 encontrava-se em equilibrio de

Hardy-Weinberg.

Quanto a distribuicdo alélica, o alelo G foi o mais frequente nos grupos estudados,
principalmente no grupo TBE (0,67%) e controle (0,66%). Em relacdo ao alelo A, este foi
mais frequente no grupo de TBP (0,36%) em comparacdo com 0s demais grupos, mas nao

apresentaram diferencas significativas em relacéo aos controles e pacientes com TBP e TBE.

A respeito da distribuicdo genotipica, os resultados obtidos neste estudo apontaram
uma frequéncia maior do gendtipo homozigoto G/G (0,44%) para o grupo controle e, o
genotipo heterozigoto A/G, foi frequente tanto para os pacientes com TBP (0,47%), quanto
para os pacientes com TBE (0,48%) (Tabela 4).

Polimorfismos genéticos em NLRP1 podem estar associados a doencas infecciosas. No
estudo de Santos et al. (2016), que contempla a contribuicdo da genética do inflamassoma
NLRP1, na populacdo amazbnica em pacientes com malaria infectados com Plasmodium
vivax, constataram que o SNP rs12150220, no gene NLRP1, foi associado com a gravidade da
doenga (p=0,001; OR=3,89). Outro estudo, realizado por Pontillho et al. (2013), encontrou
associacao, a partir da combinacdo de haplétipos em NLRP1 (rs2137722/G-rs12150220/A-
rs2670660/G) com a suscetibilidade a hanseniase, principalmente na forma paucibacilar da
doenca (p=0,001;0R=2,78).

Mesmo diante dos resultados apresentados para o gene NLRP1 rs35865013 e néo
terem sido observados dados significativos com a TB, é importante ressaltar que outras

regides de polimorfismos para esse mesmo gene devem ser investigadas para TB.
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5.3.2.2 Andlise de associacdo para o gene NLRP3

Para o SNP (rs3806265) ndao foram observadas diferencas estatisticamente
significativas quanto as distribuicGes genotipicas e alélicas, entre os pacientes com TBP vs.
controles e, tampouco, entre pacientes com TBP vs. TBE. Do mesmo modo, também nao
houve associacdo do SNP do gene NLRP3 com risco ou protecdo nas anélises realizadas nos
trés grupos de investigacdo, nos quatro modelos de heranga genética (Dominante, recessivo,
codominante e superdominante) (Tabela 4).

Na andlise de associacdo do SNP por idade, sexo, tabagismo e alcoolismo também néo
houve dados estatisticamente significativos (Dados ndo mostrados). Este SNP (rs3806265)
apresentou um leve desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg, nos grupos TBP vs. controles,
assim como no TBP vs. TBE (Tabela 3). Acredita-se que o desvio do EHW seja proveniente
do numero reduzido de casos ou devido a baixa frequéncia deste SNP na populacdo
investigada. Por este aspecto, faz-se necessario realizar investigacdes futuras, para analisar se
a populacdo estudada, esta de fato sofrendo algum efeito de selecdo em relacdo a este SNP
(GUO et al., 1992; LIU et al., 2010).

Em relagdo a frequéncia alélica, observou-se que o alelo T foi predominante nos trés
grupos, apresentando frequéncias semelhantes, Controle e TBE com 0,90% e TBP com
0,88%). O alelo C apresentou uma frequéncia em torno de 0,12% (Tabela 4). Quanto a
distribuicdo genotipica, esta mostrou que o gendtipo T/T predominou em todos 0s grupos,
principalmente nos controle (0,81%) e no grupo TBE (0,80%). No entanto, o gendtipo C/T foi
mais frequente no grupo de pacientes com TBP (0,24%). Na populacdo em estudo nédo foi
encontrado o genétipo polimérfico C/C nos trés grupos avaliados.

E importante ressaltar que em polimorfismos com frequéncia inferior a 10% néo se
pode afirmar que ndo houve uma associacdo, pois necessita de um numero amostral elevado
de casos e controles para obtencdo de um poder estatistico satisfatorio (OLIVEIRA et al.,
2011). Diante disso, os resultados devem ser analisados com cautela, devido a baixa
frequéncia do alelo polimorfico. Nesta situacdo, é importante ampliar o nimero de casos, para

confirmar os resultados observados.

Além disso, os polimorfismos em genes de inflamassomas, principalmente para o
NLRP3, estdo sendo investigados para diversas doencas, mas no contexto de doencas

infecciosas, essas pesquisas ainda s@o limitadas. Estudos anteriores foram realizados por
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Souza de Lima et al. (2016) do gene NLRP3, mas em outra regido de SNP rs10754558, que
mostrou associacdo do genotipo G/G com efeito protetor para TB pulmonar. Embora os
resultados apresentados para o gene NLRP3 rs3806265 necessitem ser confirmados quanto a
existéncia ou ndo de associacdo com a doenca TB, é importante incluir nas investigacoes
outras regides génicas de NLRP3, visto que sdo genes promissores envolvidos na resposta

imune a TB.



Tabela 4 - Resultado da andlise de associacdo dos SNP em genes de inflamassomas NLRP1, NLRP3 e AIM2 nos grupos estudados

79

TBP vs. Controles TBP vs. TBE
Gene ID SNP Alelos Controles TBP TBE valor-p valor-p
Genotipos n,% n,% n,% valor-p OR (95% IC) ajust. OR (95% IC) valor-p OR (95% IC) ajust. OR (95% IC)
n=(533) n=(415) n=(122)
G 702 (0.66) 534 (0.64) 164 (0.67)  0.6677 0.5074
A 364 (0.34) 296 (0.36) 80 (0.33)
NLRP1 rs35865013
GIG 236 (0.44) 170 (0.41) 53 (0.43) (@) (R)
AlG 230 (0.43) 194 (0.47) 58 (0.48) 0.2695 1.16 (0.89-1.50) 0.5362 1.14 (0.75-1.75) 0.3079 1.41(0.71-2.81) 0.3631 0.73 (0.36-1.46)
A/A 67 (0.13) 51 (0.12) 11 (0.09)
n=(278) n=(181) n=(103)
T 502 (0.90) 319 (0.88) 185 (0.90) 0.0457 0.0329
© 54 (0.10) 43(0.12) 21(0.10)
NLRP3 rs3806265
TIT 224 (0.81) 138 (0.76) 82 (0.80) (@) ©)
CIT 54 (0.19) 43 (0.24) 21(0.20) 0.2294 1.32 (0.84-2.08) 0.6273 1.16 (0.64-2.08) 0.5114 0.82 (0.46-1.48) 0.6798 0.88 (0.48-1.62)
c/iC 0 0 0
n=(532) n=(416) n=(126)
© 563 (0.53) 463 (0.56) 128 (0.51) 0.9479 0.2266
T 501 (0.47) 369 (0.44) 124 (0.49)
AlM2 rs1103577
c/iC 145 (0.27) 133 (0.32) 35(0.28) ®) (R)
cIT 273 (0.51) 197 (0.47) 58 (0.46) 01141 0.80 (0.60-1.06) 0.0276  0.69 (0.50-0.96) 0.1964 0.73 (0.46-1.17) 0.2031 1.37 (0.85-2.21)
TIT 114 (0.22) 86 (0.21) 33(0.26) ’

Legenda. ID SNP: identificagdo do SNP; TBP: pacientes com TB pulmonar; TBE: pacientes com TB extrapulmonar; Valor-p: valor de p; Valor p ajust: valor de p ajustado
por sexo e idade; OR: odds ratio e 1C95%: intervalo de confianca de 95%. Foi adotado o melhor modelo de heranca genética para cada SNP, sendo C=codominante;

D=dominante; R=recessivo; O=overdominante. O valor significativo, p<0,05, est4 destacado em negrito.



80

5.3.2.3 Anélise de associacdo para o gene AIM2

Para o SNP (rs1103577) também nao foram identificadas diferencas estatisticamente
significativas quanto as distribui¢cGes genotipicas e alélicas entre os pacientes com TBP e
grupo controle, bem como entre pacientes com TBP e TBE (Tabela 4). No entanto,
interessantemente, quando a andlise das frequéncias do SNP foi realizada, apos a correcao por
sexo e idade, houve associacdo do gene AIM2 a protecdo para TBP, no modelo de heranca
genética recessivo. Esses resultados sugerem um efeito protetor do genétipo T/T deste SNP
no desenvolvimento de TBP (pajus=0,027; OR=0,69) (Tabela 5). Este SNP estava condizente

com os parametros do equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 3).

Os resultados detalhados de associacdo estratificada por sexo e idade no grupo TBP
vs. Controles sdo mostrados na Tabela 5. Na analise desses dados, verifica-se que o alelo
menor T do SNP no gene AIM2 rs1103577 foi mais frequente em controles e no sexo
masculino, sugerindo uma tendéncia deste polimorfismo para protecdo nos individuos do sexo
masculino (p=0,05; OR=0,68), de acordo com o modelo de heranca recessivo (C/T+TT: 0,73
nos controles versus 0,68 nos casos de TBP). Para o sexo feminino ndo houve associacao

estatisticamente significativa.
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Tabela 5 - Resultado da andlise de associagdo do SNP no gene AIM2 rs1103577 nos grupo
TBP vs. Controles com o fator de correcdo para sexo e idade

Gendétipo TBP Controle Valor-p  OR (95% CI) Valor-pajust OR (95% CI)
Modelo Recessivo n=416 n=532
CIT-TIT 283 (0.68) 387 (0.73)
cic 133 (0.32) 145 (0.27) 0.1141 0.80 (0.60-1.06) 0.0276 0.69 (0.50-0.96)
MASCULINO
n=256 n=278
CIT-TIT 181 (0.71) 217 (0.78)
0.0513 0.68 (0.46-1.02) 0.1173 0.70 (0.44-1.10)
c/iC 75 (0.29) 61 (0.22)
FEMININO
n=160 n=254
CIT-TIT 102 (0.64) 170 (0.67)
0.5076 0.87 (0.57-1.32) 0.6536 0.90 (0.56-1.44)
c/iC 58 (0.36) 84 (0.33)

Legenda. TBP: pacientes com TB pulmonar; Valor-p: valor de p; Valor p ajust: valor de p ajustado por sexo e
idade; OR: odds ratio e 1C95%: intervalo de confianca de 95%. O valor significativo, p<0,05, esta destacado em
negrito.

No que diz respeito a estudos de polimorfismos genéticos em AIM2, em humanos
principalmente na TB, sdo pouco investigados. O Unico estudo encontrado na literatura a
respeito desse gene na TB foi o desenvolvido por Souza de Lima et al. (2016), mas em outra
regido de polimorfismo (rs35130877) na populacdo amazdnica, contudo eles ndo encontraram
associacdo deste SNP com protecdo ou risco de desenvolver TB. Em relacdo a outras doencas

infecciosas, ndo ha relatos na literatura até o momento.

Os resultados encontrados neste estudo para o gene AIM2 foram relevantes visto que,
para nosso conhecimento, este € o primeiro relato de associagdo deste SNP rs1103577 no gene
AIM2 com protecdo a TB. A investigacdo de SNP em outras regifes para esse gene de
inflamassoma € necessaria e bastante promissora para compreendermos melhor o papel deles
na TB.
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5.3.2.4 Andlise de associacdo para o gene CARDS

Conforme a analise para o SNP (rs2009373), ndo foi observada evidéncia de
associacdo estatisticamente significativa quanto as distribuicGes genotipicas e alélicas entre 0s
pacientes com TBP vs. grupo controle e pacientes com TBP vs. TBE (Tabela 6). Quando
foram analisados 0 SNP ap0s a correcdo por sexo e idade, embora os resultados ndo tenham
sido significativos nas andlises entre TBP e controles, é importante mencionar que estes
apresentaram uma tendéncia de associagdo com efeito protetor para o desenvolvimento de TB
no modelo genético dominante (p=0,0592; OR=0,54). Na analise entre os grupos TBP e TBE,
apos a correcao por sexo e idade, observou-se associacdo estatisticamente significativa para
protecdo a TB no modelo de heranca genética dominante (pajus=0,026; OR=0,48). Esses
resultados sugerem um efeito protetor do gendtipo T/T deste SNP no desenvolvimento de TB
(Tabela 7). Este SNP estava condizente com os parametros do equilibrio de Hardy-Weinberg
(Tabela 3).

Em relacdo as frequéncias alélicas deste polimorfismo, foi observado que o alelo C foi
0 mais frequente em todos 0s grupos investigados. Sobre a distribuicdo genotipica, no grupo
de TBP vs. controle, as frequéncias foram semelhantes entre os grupos. O gendtipo
heterozigoto C/T foi o mais frequente em ambos 0s grupos, seguido do gendétipo C/C. Ao
comparar os grupos de pacientes (TBP vs. TBE), observamos que a frequéncia do gendtipo
T/T foi maior no grupo de TBP (Tabela 6).

Os resultados detalhados de associacdo estratificada por sexo e idade no grupo TBP
vs. TBE estdo descritos na Tabela 7. Na analise desses dados, verificamos que o alelo menor
T do SNP no gene CARDS8 rs2009373 foi mais frequente em pacientes com TBP que em TBE.
Entretanto, para o sexo feminino, este polimorfismo apresentou valores significativos
(p=0,038; OR=0,35), com efeito protetor para TBP, de acordo com o modelo de heranca
dominante (0,21 para TBP versus 0,08 nos casos de TBE). Apds as correcdes para Sexo e
idade, o dado permaneceu estatisticamente significativo (p=0,04; OR=0,35). Apesar da
associacdo ter sido significativa para TBE em pacientes do sexo feminino, ndo podemos
afirmar que de fato h& efeito um protetor, pois o resultado do intervalo de confianca ndo foi
satisfatorio (Tabela 7). Para o sexo masculino ndo houve associacdo estatisticamente

significativa.
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Tabela 6 - Resultado da anélise de associagdo dos SNP nos componentes relacionados ao inflamassoma, CARD8 e CTSB nos grupos estudados

TBP vs. Controles TBP vs. TBE
Gene ID SNP Alelos Controles TBP TBE valor-p valor-p valor-p valor-p
Genotipos n,% n,% n,% OR (95% IC) ajust. OR (95% IC) OR (95% IC) ajust. OR (95% IC)
n=(534) n=(408) n=(100)
Cc 581 (0.54) 442 (0.54) 120 (0.60) 0.8955 0.9285
T 487 (0.46) 374 (0.46) 80 (0.40)
CARDS8
rs2009373
CIC 157 (0.29) 122 (0.30) 34 (0.34) (D) (D)
CIT 267 (0.50) 198 (0.48) 52 (0.52) 0.6546  0.94 (0.73-1.22) 0.0592 0.54 (0.27-1.06)  0.07995 1.69 (0.92-3.12) 0.0260 0.48 (0.25-0.96)
TIT 110 (0.21) 88 (0.22) 14 (0.14)
n=(532) n=(417) n=(56)
C 543 (0.51) 402 (0.48) 50 (0.45) 0.8455 0.8540
A 521 (0.49) 432 (0.52) 62 (0.55)
CTSB
51692816 cic 143 (0.27) 94 (0.23) 15 (0.28) ®) ©)
AIC 257 (0.48) 214 (0.51) 20 (0.35) 0.1244 0.79 (0.59-1.07) 0.0808 0.77 (0.57-1.03)  0.02727 0.53 (0.30-0.94) 0.02618 0.50 (0.27-0.94)
AIA 132 (0.25) 109 (0.26) 21(0.37)

Legenda. ID SNP: identificagdo do SNP; TBP: pacientes com TB pulmonar; TBE: pacientes com TB extrapulmonar; Valor-p: valor de p; Valor p ajust: valor de p ajustado
por sexo e idade; OR: odds ratio e 1C95%: intervalo de confianca de 95%. Foi adotado o melhor modelo de heranca genética para cada SNP, sendo C=codominante;
D=dominante; R=recessivo; O=overdominante. VValores significativos, p<0,05, est4 destacados em negrito.
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Tabela 7 - Resultado da andlise de associa¢do do SNP no gene CARD8 rs2009373 nos grupo
TBP vs. TBE com o fator de correcdo sexo e idade

Genotipo TBP TBE Valor-p  OR (95% CIl) Valor-pajust OR (95% CI)
n=408 n=100
crr-cic 320 (0.78) 86 (0.86) 0.07995 169 (0.92-3.12) 0.0260 0.48 (0.25-0.96)
T 88 (0.22) 14 (0.14)
MASCULINO
n=253 n=54
CIT-CIC 198 (0.78 44 (0.82
©.78) (082 0.5943 0.82 (0.39-1.73) 0.5943 0.82(0.39-1.73)
TT 55 (0.22) 10 (0.18)
FEMININO
n=155 n=46
CIT-CIC 122 (0.79) 42 (0.92)
0.03872 0.35 (0.12-1.05) 0.04059 0.35 (0.12-1.06)
TT 33(0.21) 4 (0.08)

Legenda. TBP: pacientes com TB pulmonar; TBE: pacientes com TB extrapulmonar; Valor-p: valor de p; Valor
p ajust: valor de p ajustado por sexo e idade; OR: odds ratio e IC95%: intervalo de confianga de 95%. Os valores
significativos, p<0,05, estdo destacados em negrito.

Os estudos sobre SNP do gene CARDS, na infeccdo por TB, sdo raros. No entanto, é
importante citar que no estudo realizado por Souza de Lima et al. (2016) ao avaliarem outra
regido polimorfica do gene CARDS8 (rs6509365) em pacientes com TBP, ndo foi observado
associacdo. Fato que confirma a relevancia da investigacdo de outras regides do mesmo gene,

gue possam estar associados a doenca, conforme visto no presente estudo.

5.3.2.5 Andlise de associacao para o gene CTSB

Na anélise para o SNP (rs1692816) foi observada associacdo estatisticamente
significativa quanto as distribuicdes genotipicas e alélicas entre os pacientes com TBP vs.
TBE no modelo genético overdominante (p=0,027; OR=0,53), mas no grupo de pacientes
com TBP e controles ndo houve associacdo. Da mesma forma, apos a analise do SNP com

correcdo por sexo e idade foi observado dado estatisticamente significativo, ao comparar o
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grupo de TBP vs. TBE (p=0,026; OR=0,50) (Tabela 6). Ao comparar o grupo de TBP vs.
TBE, observa-se que 0 genotipo heterozigoto A/C foi mais frequente em pacientes com TBP
(0,51%) do que em pacientes com TBE (0,36%), sugerindo que este gendtipo esta associado a
protecdo contra o desenvolvimento de TBP, dado que permaneceu ap0s a correcdo por sexo e
idade (Tabela 8).

De modo geral, em relacdo as frequéncias alélicas deste polimorfismo, observou-se
que no grupo controle o alelo C (0,51%) foi mais frequente, embora as frequéncias nao
tenham sido tdo diferentes em comparacdo com o alelo A (0,49%). Nos grupos de TBP e
TBE, o alelo A foi o mais frequente. Entre 0s genotipos, o A/C apresentou maior frequéncia
nos controles e no grupo de TBP. O gen6tipo A/A foi 0 mais frequente no grupo TBP, ao
passo que nos pacientes de TBE, este genotipo (A/A) foi o que apresentou maior frequéncia
(0,37%). Ao comparar o grupo de TBP vs. TBE quanto as frequéncias alélicas, observou-se
que o alelo A foi frequente em ambos os grupos. Quanto ao genotipo, o A/C foi frequente no
grupo de TBP (0,51%) e o A/A frequente no grupo de TBE (0,37%).

Estudos de polimorfismos genéticos em CTSB, principalmente na TB, também séo
pouco investigados. O estudo realizado por Souza de Lima et al. (2016) avaliou duas regides
de polimorfismo no gene CTSB (rs12338 e rs8898) na populagdo amazonica em pacientes
infectados com TB. Neste estudo, ndo foi encontrada associacéo, entretanto o SNP rs8898
apresentou uma tendéncia para efeito protetor (p=0,04; OR=0,67). Conforme comentado
anteriormente, e para confirmar a associacdo ou ndo do gene CTSB na TB, sera importante
ampliar o numero de casos, bem como selecionar e investigar outras regides polimorficas

deste gene.
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Tabela 8 - Resultado da andlise de associacdo do SNP no gene CTSB rs1692816 nos grupos
TBP vs. TBE com o fator de correcdo sexo e idade

Genotipo TBP TBE Valor-p  OR (95% CIl) Valor-pajust OR (95% CI)
n=417 n=56
AJA-CIC 203 (0.49) 36 (0.64) ©)
: ' 0.02727 0.53 (0.30-0.94) 0.02618 0.50 (0.27-0.94)
AIC 214 (0.51) 20 (0.36)
MASCULINO
n=258 n=31
AIA-CIC 130 (0.51 21 (0.68
05D (0.68) 0.06440 0.48 (0.22 -1.07) 0.60871 1.23 (0.55-2.74)
AIC 128 (0.49) 10 (0.32)
FEMININO
n=159 n=25
AJA-CIC 73 (0.46) 15 (0.60)
0.18932 0.57 (0.24-1.34) 0.27881 0. 61 (0.25.-1.51)
AIC 86 (0.54) 10 (0.40)

Legenda. TBP: pacientes com TB pulmonar; TBE: pacientes com TB extrapulmonar; Valor-p: valor de p; Valor
p ajust: valor de p ajustado por sexo e idade; OR: odds ratio e IC95%: intervalo de confianga de 95%. Os valores
significativos, p<0,05, estdo destacados em negrito.

5.3.2.6 Analise de haplotipos

A anélise da frequéncia de haplo6tipos para os genes NLRP3 e AIM2 foi realizada no
grupo de TBT (TBP+TBE) e controles (Tabela 8), de TBP e controles, bem como no grupo
de TBP e TBE (Dados nédo apresentados).

Na andlise entre TBT e controles, embora o polimorfismo no gene NLRP3
(rs3806265) apresentou desvio do EHW (Tabela 3), valores significativos (p=0,0361) foram
observados para a combinacao rs3806265/C e rs1103577/C. A combinacdo do gendtipo raro
de NLRP3 (rs3806265/C) e AIM2 (rs1103577/C) foi associada ao risco para 0
desenvolvimento de TB, tanto na forma pulmonar quanto extrapulmonar (OR=2,15). Ambos
0s SNP estdo localizados em variantes intronicas pelo qual sugere-se a hipdtese que essa
combinacdo pode afetar a estabilidade do RNA mensageiro, reduzindo o numero de

receptores a serem expressos €, consequentemente, diminuindo a deteccdo do patégeno. Em
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relacdo as anélises de hapl6tipos para o grupo de TBP e controles, bem como TBP e TBE néo

foram encontradas associagdes estatisticamente significativas.

No presente momento, ainda ndo foram relatados estudos sobre associagdes de
haplotipos em genes de inflamassoma NLRP3 e AIM2 nas regifes estudadas, principalmente
na TB. Para 0 nosso conhecimento, ainda ndo tinham sido descritas pesquisas de associacao

de hapldtipos para esses SNP em genes de inflamassoma.

Tabela 9 - Haplétipos dos genes NLRP3(rs38062651) e AIM2 (rs1103577) em pacientes com
TBT (TBP+TBE) e controles.

Haplétipos Frequéncia  Frequéncia Frequéncia
Valor-p OR (95% CI)
rs3806265-rs1103577 total controle TBT
T-C* 0.4876 0.497213 0.478180 1.00
C-T 0.0560 0.066763 0.045414 0.3061 0.72 (0.38-1.35)
T-T 0.4067 0.404018 0.409407 0.6321 1.05 (0.86-1.29)
C-Craro 0.0496 0.032006 0.066999 0.0361 2.15 (1.04-4.45)

Legenda. *Haplotipo de referéncia; Valor-p: valor de p; OR: odds ratio e 1C95%: intervalo de confianga de
95%. O valor significativo, p<0,05, est& destacado em negrito.

5.3.2.7 Andlise de interacéo génica

A andlise da interacdo entre os genes foi realizada para avaliar o efeito da interacdo
entre 0s SNP de inflamassoma e os componentes relacionados na TB. Desta forma, foi
realizada a analise no SNP no gene NLRP3 rs3806265 com o componente CARDS8 rs2009373
(Dados nédo apresentados) e do gene NLRP3 rs3806265 com o AIM2 rs1103577 nos grupos
estudados (Tabela 9).

Na analise entre 0 SNP entre 0 gene NLRP3 rs3806265 e o componente CARDS8
rs2009373, ndo foi encontrada associacao estatisticamente significativa. Entretanto, observou-
se uma interacdo estatisticamente significante entre rs3806265 em NLRP3 e rs1103577 em
AIM2, incluindo todos os pacientes com TB (TBP+TBE). Com base nos resultados obtidos,
ha indicacdo que existe cooperacdo entre 0s SNP NLRP3 rs3806265 e AIM2 rs1103577 na
protecdo contra o desenvolvimento de TB. Deve-se levar em consideracdo que o

polimorfismo no gene NLRP3 apresentou desvio do EHW (Tabela 3).
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Tabela 10 - Andlise de interacdo entre os genes NLRP3 (rs38062651) e AIM2 (rs1103577) em
pacientes com TB (TBP+TBE)

Interacdo génica Estimativa  Valor-p Mediana Estimativa Valor-p Mediana
rs3806265:rs1103577 ajust
CT:CT -0.2572 0.6269 -0.2899 0.6188
CC:CT NA NA NA NA
CT:TT -1.5626 0.0105 0.8446 -1.9732 0.0027 0.768
CC:TT NA NA NA NA

Legenda: NA = Né&o-avaliado. Valor-p: valor de p; Mediana: valor da mediana (Média dos residuos minimos e
maximos) gerado pelo programa estatistico R é o pardmetro que determina se é fator de risco ou protegdo.
Valores de mediana maiores que 1 sdo associadas a risco e menores que 1 a prote¢do; Valor p ajust: valor de p
ajustado por sexo e idade. O valor significativo, p<0,05, esta destacado em negrito.

5.4 Analise da quantificagdo de IL-1p para o gene CTSB

Para a determinacgdo de IL-1p foi realizado ELISA em 30 amostras de pacientes com
TB pulmonar (TBP), 20 amostras de pacientes com TB extrapulmonar (TBE) e 30 individuos

do grupo controle.

Ap0s a comparagdo dos resultados de IL-1pB entre os grupos de pacientes e controles,
observou-se que houve diferencas estatisticamente significativas (Figura 11A). E possivel
visualizar concentragcdes discretamente mais elevadas da citocina IL-1p nos controles
(Figuras 11A e 11B). Além disso, a maioria dos pacientes do grupo TBE apresentou
concentragdes mais baixas da IL-1p em comparagdo aos demais grupos (Figura 11B). Com
base nesses resultados, sugerimos que a citocina IL-1f deve ter um papel fundamental no
controle e eliminacdo do bacilo, pois o grupo controle é formado pelos contatos dos pacientes
de TB.

Curiosamente, ap6s nova andlise excluindo os trés casos de TBP que estdo “outlier”
(Figura 11B), observamos que houve diferenca estatisticamente significativa (p<0,05)
(Dados ndo apresentados). Esse dado sugere-se que os individuos controles (contatos)

possivelmente devem responder melhor a presenca do patégeno durante a infec¢éo.
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Figura 11 - Concentracdo de IL-1pB nos grupos estudados. (A) Comparagdo da concentragdo da citocina nos
controles e pacientes (TBP+TBE) através do teste ndo paramétrico Mann Whitney p<0.001. (B) Comparacdo da
concentragdo da citocina nos controles, TBP e TBE através do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis p>0.0001;

NS=ndo significativo; *** alto nivel de significancia.

Nas andlises dos gendtipos de CTSB rs1692816 em relagdo as concentragdes de IL-1,
observou-se concentracdes mais elevadas desta citocina para o genétipo AA, no grupo dos
controles e dos pacientes TBE. No grupo TBP as concentracdes de IL-13 foram mais elevadas
em comparagdo com o grupo TBE (Figura 12B). No grupo de pacientes com TBE houve
diferenca significativa com maior concentracdo da citocina nos pacientes com genoétipo AA e
uma menor concentra¢do nos pacientes com genotipo CC. Entre os gendétipos AC vs. AA e

AC vs. CC, ndo houve diferencas significativas (Figura 12C).

Apesar da diferenca da concentracdo de IL-1f entre os genotipos ndo ter sido
significativa nos grupos de controles (Figura 12A) e pacientes com TBP (Figura 12B), pode-
se observar que no grupo controle, a concentracdo da citocina foi semelhante entre os
gendtipos. No grupo de pacientes com TBP, os pacientes com genétipos AA e AC parecem

apresentar concentracdes de IL-1p mais elevadas.
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Figura 12 - Concentracdo da citocina IL-1p entre os gendtipos do gene CTSB. (A) Concentracdo da citocina IL-
1B nos controles através do teste de ANOVA, (B) pacientes com TBP através do teste de ANOVA e (C)
pacientes com TBE através do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis p>0.001. NS=ndo significativo; *** alto

nivel de significancia.

E importante destacar que existem outros fatores combinados a esses genes, como
outras citocinas, por exemplo: IL-18, IL-33, IL-12, que podem estar envolvidos na resposta
imune a TB, sendo necessario investiga-los em pesquisas futuras com a finalidade de se ter

uma melhor compreensdo da complexa rede de proteinas relacionadas a TB.

Outro aspecto a ser considerado, é em relacdo as diferentes respostas imunolégicas na
TB, principalmente nos pacientes com TBE, que apresentaram evolucdes e desfechos bem
variados da doenca, condigdes que certamente refletiram diretamente nos resultados de

polimorfismos genéticos e de IL-1p, sendo fatores limitantes nosso estudo.

Controles B Pacientes TBP C Paciente TBE
1.5- 25_ : * Kk :
|_ NS 11 NS l
o I 1
° ~ 204
- n
00000° £ 1.0 0‘. c °
* - o (1Y) ‘,. 5157
o D £ [N — a
.0 o e
¢ - ° 0 1.0
° Y 0.5 v “ —_— °
[ )
- - ° od o
0.51 o®
0.0 T * T °
! ! T AA AC cc 0.0 ! Y !
AA AC ccC AA AC cC
. Gendtipos CTSB .
Genatipos CTSB 1s1692816 Genotipos CTSB
rs1692816 rs1692816



91

goﬂoéda"o




92

6 CONCLUSAO

A partir dos objetivos propostos, dos resultados obtidos e das anélises realizadas neste estudo,

foi possivel concluir:

1.

As frequéncias dos SNP para os seguintes genes NLRP1 rs35865013(A/G), NLRP3
rs3806265 (T/C), AIM2 rs1103577 (T/C), CARD8 rs2009373 (T/C) e CTSB rs1692816
(C/A) entre os grupos analisados nao apresentaram diferencas significativas.

Os SNP rs35865013 no gene NLRP1 e o rs3806265 no gene NLRP3 ndo foram
associados a tuberculose (TB) nos grupos investigados.

O gendtipo TT do SNP rs1103577 no gene AIM2 foi associado para protecdo no sexo
masculino em pacientes com TB pulmonar (TBP), de acordo com o modelo de
heranca recessivo.

O genotipo TT do SNP rs2009373 no gene CARDS foi associado a prote¢do para o
sexo feminino em pacientes com TB extrapulmonar (TBE), de acordo com o modelo
de heran¢a dominante.

O gendtipo AC do SNP rs1692816 no gene CTSB foi associado a prote¢do para 0 sexo
masculino em pacientes com TB extrapulmonar (TBE) de acordo com o modelo de
heranca overdominante.

O haplétipo no gene NLRP3 (rs3806265/C) e AIM2 (rs1103577/C) foi associado ao
risco para o desenvolvimento tanto das formas de TBP quanto de TBE.

Houve interacdo entre os SNP rs3806265 no gene NLRP3 e rs1103577 no gene AIM2
para protecdo contra o desenvolvimento de TB.

A citocina IL-1p apresentou maior concentragdo no grupo controle, no entanto na
analise com os geno6tipos de CTSB rs1692816, os pacientes de TBE com genétipo AA
apresentaram maior concentracdo de IL-1pB, quando comparados aos pacientes com
gendtipo CC. Sugerindo que os pacientes com genétipo AA de CTSB rs1692816
liberam maior concentracdo de IL-1 B e, consequentemente, uma melhor resposta da
imunidade inata contra o bacilo da TB.

Finalmente, além dos objetivos propostos, foi possivel observar que a vacina BCG foi
associada ao efeito protetor contra a TB pulmonar e para TB extrapulmonar. E as
variaveis tabagismo e alcoolismo, ambas foram associadas a suscetibilidade a infec¢éo
por TBP e TBE.
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CONSIDERACOES GERAIS

Nesse estudo, foi possivel determinar as frequéncias alélicas e genotipicas para os
SNP em genes de inflamassoma, bem como associag6es relacionadas a risco ou protecéo, em
regides polimorficas ainda ndo estudadas para a TB. Além disso, os resultados encontrados
descrevem cada vez mais o importante papel dos inflamassomas na resposta imunoldgica a
TB. O que torna os estudos imunogenéticos valiosos, contribuindo principalmente na

definicdo dos perfis genéticos das populacdes e as suas relacdes com diversas doengas.

Diante dos resultados, as perspectivas futuras serdo avaliar os efeitos funcionais dos
polimorfismos de inflamassomas e o0s seus componentes relacionados, assim como a incluséo
de outros SNP, com a finalidade de corroborar com os achados deste estudo para TB na nossa

regiéo.
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APENDICE

APENDICE | - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE) -PACIENTE

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS (UFAM)
LABORATORIO DE IMUNOLOGIA MOLECULAR
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Senhor (a) para participar da Pesquisa Intitulada: “Polimorfismo de base
Gnica (SNP) em genes do inflamassoma associado a tuberculose extrapulmonar”, sob a
responsabilidade dos pesquisadores Aya Sadahiro e Mauricio Morishi Ogusku. Neste projeto serdo
investigados 0s genes responsaveis pela expressdo dos inflamassomas, que sdo componentes
importantes na resposta imunoldgica (de defesa) contra as bactérias causadoras de tuberculose. Esta
pesquisa contribuird aumentando os conhecimentos sobre a tuberculose, e se existe de fato alguma
relacdo dos genes de inflamassomas com a forma de acometimento da doenga, ou seja, para
tuberculose extrapulmonar e/ou pulmonar.

A sua participacdo é voluntaria, se o (a) Senhor (a) aceitar participar, primeiramente
responderd um questionario com a duracdo de aproximadamente cinco minutos, com perguntas
pessoais gerais, relacionadas aos sintomas, aos exames médicos e laboratoriais realizados. Depois sera
realizada a coleta do seu escarro para 0 exame de baciloscopia, cultivo e de biologia molecular, em
seguida sera realizada a coleta de sangue para o estudo genético.

Os riscos decorrentes de sua participacdo na pesquisa sdo: a perda do sigilo dos seus dados,
mas tomaremos os devidos cuidados na identificacdo das amostras que serdo registradas somente com
numeros. E também os dados serdo mantidos em segredo com os pesquisadores responsaveis, evitando
a possibilidade de divulgagdo publica dos resultados que permita identificar o (a) Senhor (a). Na coleta
da amostra de escarro, o (a) Senhor (a) podera sentir uma irritagdo na garganta e comecar a tossir. Na
coleta de sangue, o (a) Senhor (a) podera sentir um desconforto e dor, no momento que for introduzida
a agulha para obtencédo do sangue. Além disso, podera aparecer uma pequena mancha roxa transitoria,
que ird desaparecer em 3 a 4 dias ap6s a coleta de sangue. H& também risco de contaminacdo da
agulha no momento da coleta, mas todos os riscos citados serdo minimizados com as seguintes
precaucdes: a) O (a) Senhor (a) tomara um pouco de agua para aliviar a irritacdo na garganta e tosse no
momento da coleta de escarro; b) A coleta de sangue sera realizada por um profissional treinado e para
reduzir o risco de contaminacgdo, os materiais como a seringa e agulha, dentre outros serdo limpos e
descartaveis.

Em caso de dano ou efeito adverso decorrente da sua participacéo neste estudo, o (a) Senhor
(a) podera contatar os pesquisadores para avaliacdo, com direito ao atendimento gratuito, para
solucionar os problemas ocorridos devido a sua participagdo nesta pesquisa, sendo assegurado ao (a)
Senhor (a) o direito a indenizag&o e cobertura material para reparagdo aos danos sofridos.

Neste estudo, ndo esta previsto nenhuma despesa adicional e o (a) Senhor (a) também néo
recebera nenhum beneficio financeiro. No entanto, caso o (a) Senhor (a) apresente algum gasto
adicional, devido a sua participacdo no projeto, o (a) Senhor (a) sera ressarcido com valores para
transporte e a alimentacgdo pelos pesquisadores responsaveis.

A qualquer momento da pesquisa o0 (a) Senhor (a) tera o direito e a liberdade de retirar seu
consentimento e suas amostras, sem prejuizo algum ao atendimento de rotina prestados pela
Policlinica. Os resultados da pesquisa serdo analisados e divulgados nos meios cientificos, sem
nenhuma informacgéo que possa identificar a identidade do (da) Senhor (a) e ainda os resultados dos
exames serdo anexados no seu prontuario médico no servi¢o da Policlinica Cardoso Fontes.
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Solicitamos ainda a sua autorizacdo para 0 acesso a0 Seu prontuario para coleta de
informacGes referentes ao seu tratamento e exames médicos e laboratoriais realizados.

Solicitamos também a sua autorizacdo para 0 armazenamento de sua amostra de sangue e
escarro para estudos futuros, a amostra coletada sera armazenada de acordo com as normas vigentes
do Conselho Nacional de Etica em Pesquisa-CONEP do Ministério da Saude. As amostras serdo
identificadas com etiquetas adesivas contendo numeragdo (por ordem de registro) e data da coleta, o
armazenado serd realizado a -20°C e -80°C e as quantidades serdo registradas, o prazo de
armazenamento do seu material serd de dez anos. O (a) Senhor (a), a qualquer tempo e sem quaisquer
onus ou prejuizos, pode retirar o consentimento de guarda e utilizagdo da sua amostra armazenada.

Além disso, as amostras armazenadas poderdo ser utilizadas para estudos futuros, mas
somente apds a aprovacdo do novo projeto de pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisa-CEP ou
CONEP, e também com o seu reconsentimento por meio de um novo TCLE, para uso dessas amostras.
Para qualquer detalhe sobre esta pesquisa, basta entrar em contato com a pesquisadora responsavel ou
um de seus colaboradores pelos telefones: (92) 991923539 ou 98116-0555 ou e-mails:
vanessa_almeidal212@hotmail.com, aya.sadahiro@gmail.com, ou podera entrar em contato com 0
Comité de Etica em Pesquisa — CEP/UFAM, na Rua Teresina, 495, Adriandpolis, Manaus-AM,
telefone (92) 3305-1181, ramal 2004, ou pelo e-mail: cep.ufam@gmail.com.VVocé aceita que o seu
material bioldgico seja utilizado em estudos futuros?

(] Sim [J Néo
Consentimento Pds-Informagéo

Eu, , entendi a explicacdo
dada pelo (a) pesquisador (a) e dou meu consentimento em participar do projeto, sabendo que ndo vou
ganhar nada e que posso sair quando quiser. Este documento é emitido em duas vias que serdo ambas
assinadas por mim e pelo (a) pesquisador (a), ficando uma via com cada um de nés.

............ R S
Assinatura do paciente ou Data
........ TR A
Assinatura do pesquisador Data

Impressao do
polegar


mailto:vanessa_almeida1212@hotmail.com
mailto:aya.sadahiro@gmail.com
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APENDICE Il - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE) - CONTATOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS (UFAM)
LABORATORIO DE IMUNOLOGIA MOLECULAR
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Senhor (a) para participar da Pesquisa Intitulada: “Polimorfismo de base
Unica (SNP) em genes do inflamassoma associado a tuberculose extrapulmonar”, sob a
responsabilidade dos pesquisadores Aya Sadahiro e Mauricio Morishi Ogusku. Neste projeto serdo
investigados 0s genes responsaveis pela expressdao dos inflamassomas, que sdo componentes
importantes na resposta imunoldgica (de defesa) contra as bactérias causadoras de tuberculose. Esta
pesquisa contribuird aumentando os conhecimentos sobre a tuberculose, e se existe de fato alguma
relacdo dos genes de inflamassomas com a forma de acometimento da doenca, ou seja, para
tuberculose extrapulmonar e/ou pulmonar.

A sua participacdo é voluntaria, se o (a) Senhor (a) aceitar participar, primeiramente
responderd um questionario com a duragdo de aproximadamente cinco minutos, com perguntas
pessoais gerais, relacionadas aos sintomas, aos exames médicos e laboratoriais realizados. Depois sera
realizada a coleta do seu escarro para o exame de baciloscopia, cultivo e de biologia molecular, em
seguida serd realizada a coleta de sangue para o estudo genético.

Os riscos decorrentes de sua participacdo na pesquisa sdo: a perda do sigilo dos seus dados,
mas tomaremos o0s devidos cuidados na identificacdo das amostras que serdo registradas somente com
nameros. E também os dados serdo mantidos em segredo com 0s pesquisadores responsaveis, evitando
a possibilidade de divulgacdo publica dos resultados que permita identificar o (a) Senhor (a). Na coleta
da amostra de escarro, o (a) Senhor (a) podera sentir uma irritacdo na garganta e comegar a tossir. Na
coleta de sangue, o (a) Senhor (a) podera sentir um desconforto e dor, no momento que for introduzida
a agulha para obteng&o do sangue. Além disso, podera aparecer uma pequena mancha roxa transitoria,
que ird desaparecer em 3 a 4 dias ap0s a coleta de sangue. Ha também risco de contaminacdo da
agulha no momento da coleta, mas todos os riscos citados serdo minimizados com as seguintes
precaucdes: a) O (a) Senhor (a) tomara um pouco de &gua para aliviar a irritagdo na garganta e tosse no
momento da coleta de escarro; b) A coleta de sangue serd realizada por um profissional treinado e para
reduzir o risco de contaminagdo, 0s materiais como a seringa e agulha, dentre outros serdo limpos e
descartaveis.

Em caso de dano ou efeito adverso decorrente da sua participacdo neste estudo, o (a) Senhor
(a) podera contatar os pesquisadores para avaliagdo, com direito ao atendimento gratuito, para
solucionar os problemas ocorridos devido a sua participagdo nesta pesquisa, sendo assegurado ao (a)
Senhor (a) o direito a indenizacdo e cobertura material para reparacdo aos danos sofridos.

Neste estudo, ndo esta previsto nenhuma despesa adicional e o (a) Senhor (a) também ndo
recebera nenhum beneficio financeiro. No entanto, caso o (a) Senhor (a) apresente algum gasto
adicional, devido a sua participacdo no projeto, o (a) Senhor (a) sera ressarcido com valores para
transporte e a alimentagdo pelos pesquisadores responsaveis.

A qualquer momento da pesquisa 0 (a) Senhor (a) tera o direito e a liberdade de retirar seu
consentimento e suas amostras, sem prejuizo algum ao atendimento de rotina prestados pela
Policlinica. Os resultados da pesquisa serdo analisados e divulgados nos meios cientificos, sem
nenhuma informacgdo que possa identificar a identidade do (da) Senhor (a) e ainda os resultados dos
exames serdo anexados no seu prontuario médico no servigo da Policlinica Cardoso Fontes.
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Solicitamos ainda a sua autorizacdo para 0 acesso a0 Seu prontuario para coleta de
informacGes referentes ao seu tratamento e exames médicos e laboratoriais realizados.

Solicitamos também a sua autorizacdo para 0 armazenamento de sua amostra de sangue e
escarro para estudos futuros, a amostra coletada serd armazenada de acordo com as normas vigentes
do Conselho Nacional de Etica em Pesquisa-CONEP do Ministério da Saude. As amostras serdo
identificadas com etiquetas adesivas contendo numeragdo (por ordem de registro) e data da coleta, o
armazenado serd realizado a -20°C e -80°C e as quantidades serdo registradas, o prazo de
armazenamento do seu material serd de dez anos. O (a) Senhor (a), a qualquer tempo e sem quaisquer
onus ou prejuizos, pode retirar o consentimento de guarda e utilizagdo da sua amostra armazenada.

Além disso, as amostras armazenadas poderdo ser utilizadas para estudos futuros, mas
somente apds a aprovacdo do novo projeto de pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisa-CEP ou
CONEP, e também com o seu reconsentimento por meio de um novo TCLE, para uso dessas amostras.
Para qualquer detalhe sobre esta pesquisa, basta entrar em contato com a pesquisadora responsavel ou
um de seus colaboradores pelos telefones: (92) 991923539 ou 98116-0555 ou e-mails:
vanessa_almeidal212@hotmail.com, aya.sadahiro@gmail.com, ou podera entrar em contato com 0
Comité de Etica em Pesquisa — CEP/UFAM, na Rua Teresina, 495, Adriandpolis, Manaus-AM,
telefone (92) 3305-1181, ramal 2004, ou pelo e-mail: cep.ufam@gmail.com.VVocé aceita que o seu
material bioldgico seja utilizado em estudos futuros?

(] Sim [J Néo
Consentimento Pds-Informagéo

Eu, , entendi a explicacdo
dada pelo (a) pesquisador (a) e dou meu consentimento em participar do projeto, sabendo que nao vou
ganhar nada e que posso sair quando quiser. Este documento é emitido em duas vias que serdo ambas
assinadas por mim e pelo (a) pesquisador (a), ficando uma via com cada um de nés.

............ S RS
Assinatura do Contato ou Data
........ Y A
Assinatura do pesquisador Data

Impressao do
polegar


mailto:vanessa_almeida1212@hotmail.com
mailto:aya.sadahiro@gmail.com
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APENDICE 11l - FICHA DE CADASTRO DE PACIENTES

FICHA DE CADASTRO DE PACIENTES

DATA: / /

N° REGISTROESCARRO____ /| N°REGISTROSANGUE _ [/

Nome: Sexo:OM OF
Endereco: Fone:

Datade Nascimento: _ /  /  Idade: ___ Profisséo:

Cidade onde mora: Naturalidade

Naturalidade (Pais): Naturalidade (Avos):

Informagdes Clinicas: Forma da TB:

BCG: U Nao PPD: O Néo Exames de imagens [0 Néo O Sim Tipo:
O SimData:_ /[ 0 Sim 0O Néo reator Resultado:
0 Néo sabe informar 0 Reator mm

Antecedente de Tuberculose:

Pessoal: 0 Néo 0 Sim Quando pela 12 vez:

Familiar:
0 Pai O Tios O Sogros [ Colega de trabalho [0 Méae O Primos 0O Conjuge [ Agregados
0 Irmédos O Filho(s) O Namorado O Outros [J Avés O Cunhado O Vizinho O Né&o sabe informar

Resultados anteriores de BAAR [0 Ndo [ Sim Onde?

Resultado: 1) 2) Outros exames:

Consume bebidas alcodlicas e/ou fuma?
0 Ndo 0O Sim, quantos cigarros por semana:

0 Ndo 0O Sim, Qual: O cerveja (1 dose=330mL) vinho (1 dose 100mL) Destilados (1 dose= 30mL), quantas doses por semana:

Quadro clinico atual:
0 Tosse [ Expectoracdo 0 Hemoptise [ Dispneia O Febre O Dor toracica [0 Dor de cabega (] Emagrecimento

0 Cansago [ Outros. Quais?

O paciente:
[0 Nao recebeu nenhum tratamento antes da coleta da amostra clinica atual

0 Esta recebendo tratamento desde: Medicagéo:

Observacdo: Esta ficha ficard em arquivo restrito sob responsabilidade do pesquisador principal (coordenador do
Projeto) para manter o sigilo dos dados dos participantes.
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APENDICE IV - FICHA DE CADASTRO DE CONTATOS

FICHA DE CADASTRO DE CONTATOS
DATA: / /

N° REGISTROESCARRO___ / N°REGISTROSANGUE [
Nome: Sexo:OM OF
Endereco: Fone:
Data de Nascimento: _ / /  Idade: _ Profissdo:
Cidade onde mora: Naturalidade
Naturalidade (Pais): Naturalidade (Avos):
Informag6es Clinicas:
BCG: [0 Nédo PPD: 0 Néo
0 Sim Data: _/ [ 0 Sim 00 Nao reator
[J Ndo sabe informar [ Reator _ mm
Exames de imagens [ N&do O Sim Tipo: Resultado:

Tuberculose

na familia: O Pai O Tio (@) O Sogro (a) O Colega de trabalho [ Mae O Primo (a) O Conjuge
0 Agregados [ Irmdos O Filho (a) O Namorado (a) O Avos [ Cunhado (a) O Vizinho (a) O Né&o sabe informar [
Outros

Resultados anteriores de BAAR [0 Ndo [ Sim Onde?
Resultado: 1) 2)

Qutros exames:

Consume bebidas alcodlicas e/ou fuma?

[0 Ndo 0O Sim, quantos cigarros por semana:
0 N&o 0O Sim, Qual: O cerveja (1 dose=330mL) [J vinho ( 1 dose 100mL) [J Destilados (1 dose= 30mL), quantas doses
por semana:

Quadro clinico atual:

[0 Saudavel, sem sintomas de doenga aparente

00 Com sintomas, tais como:

[0 Tosse 0 Expectoracao [0 Hemoptise 0 Dispneia 0 Febre 0 Dor toracica
0 Dor de cabeca  [J Emagrecimento 0 Cansaco 0 outros

Outras informagdes:

Observacdo: Esta ficha ficard em arquivo restrito sob responsabilidade do pesquisador principal (coordenador do
Projeto) para manter o sigilo dos dados dos participantes.
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APENDICE V - DESIQUILIBRIO DE LIGACAO

Legenda: Desiquilibrio de ligacdo (LD) dos SNP considerando pacientes com TB pulmonar, extrapulmonar e
controles.






ANEXO
ANEXO | - PARECER DO COMITE DE ETICA

N PODER EXECUTIVO
UFAM MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP/UFAM

PAREGERD OE0 NI HETGRENPESQU S

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° 51291915.1.0000.5020, intitulado: “Polimorfismo de
base (nica (SNP) em genes do inflamassoma associado a Tuberculose Extrapulmonar”,
tendo como Pesquisadora Responsavel Aya Sadahiro.

Sala de Reunido da Escola de Enfermagem de Manaus — EEM da Universidade Federal do

Amazonas, em Manaus/Amazonas, 17 de agosto de 2016.
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