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RESUMO

A tuberculose pulmonar (TBP) é uma doenca infecciosa causada por micobactérias do
complexo Mycobacterium tuberculosis. Apesar de ser um vasto campo de estudo, muitos
aspectos imunoldgicos e genéticos ainda carecem de esclarecimentos, principalmente devido a
variados desfechos possiveis que ocorrem a partir da interacdo do patégeno com o hospedeiro.
Em algumas pessoas os mecanismos da imunidade inata eliminam o bacilo durante a infecgéo
primaria, em outras, ocorre o desenvolvimento de resposta imune adaptativa que auxilia na
contencdo do patdgeno no interior de granulomas iniciados pelas células imunes inatas. Com o
intuito de contribuir para a elucidacdo de fatores ainda desconhecidos sobre a imunogenética
da tuberculose, o presente estudo avaliou a presenca de variantes génicas em receptores do tipo
Toll em pacientes com TB pulmonar, bem como as associacdes entre a presenca destas variantes
com a maior chance de desenvolver a doenca. Avaliou também a relacéo dos gendtipos de TLR1
e TLR9 com a concentracdo de interleucina-6 (IL-6), uma importante citocina pré-inflamatdria
na imunopatogénese da TBP. Foram avaliadas as variantes de base Gnica (SNV) em genes de
TLR1 (rs5743618) e TLR9 (rs187084) em pacientes com TBP. As amostras de individuos
controle e de pacientes com TBP recrutados na Policlinica Cardoso Fontes, na cidade de
Manaus, foram genotipadas por PCR quantitativa em tempo real (qPCR). Ambos 0s SNVs
tiveram frequéncia superior a 10,0% na populacédo estudada e se encontravam em equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW). Verificou-se associacdo do genotipo G/G do SNV rs5743618 com
protecdo contra a TBP (p=0.028; OR= 0.52; 1C95%= 0.28-0.95), e associacdo do alelo T de
rs5743618 com o risco a TBP (p=0.017; OR=1.37; 1C95%=1.07-1.74), porém ndo foram
identificadas diferencas alélicas ou genotipicas significativas entre os grupos controles e de
pacientes para a variante rs187084 de TLR9. Quanto a quantificacdo de IL-6, detectou-se maior
producdo da citocina entre 0s pacientes, em relacdo ao grupo controle, entretanto ndo houve
associacdo dos genotipos estudados com a producdo de IL-6. O presente estudo ressalta a
funcionalidade da variante rs5743618 na TBP e corrobora com diversos autores ao destacar a
IL-6 na imunopatogénese da TBP.

Palavras-chave: tuberculose pulmonar; receptores do tipo Toll; interleucina-6; variantes de

base Unica.
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1. INTRODUCAO

A tuberculose pulmonar é uma doenca infecciosa causada por bactérias do complexo
Mycobacterium tuberculosis, do qual fazem parte M. tuberculosis sensu stricto, M. bovis, M.
africanum, M. canetti, M. microti, M. pinnipedi e M. caprae. Deste grupo, a espécie de maior
relevancia para a saude publica é M. tuberculosis (BRASIL, 2019a). S&o bactérias alcool-acido
resistentes, que tém os lipidios como fonte de carbono e séo intracelulares facultativas. A
transmissao do bacilo se da por via respiratdria, a partir da inalacdo de aerossois contaminados
com bacilos, os quais foram liberados no ar por pacientes com a doenga ativa, estes pacientes
sdo denominados de baciliferos. As micobactérias ao chegarem ao pulmao de um individuo
saudavel sdo reconhecidas pelas celulas da imunidade inata, tais como macrofagos e células
dendriticas, que possuem receptores (PRR- receptores de reconhecimento de padrdes do
patdgeno) para as moléculas da parede celular dos bacilos. Estes bacilos sdo internalizados
pelos fagdcitos, que liberam citocinas e quimiocinas para o recrutamento de neutréfilos e
monacitos, dando inicio a uma resposta inflamatéria aguda (BARBER-MAYER; BARBER,
2015; FURIN; COX; PAL, 2019).

A persisténcia de bacilos viaveis no interior de fagdcitos estimula a formacédo do
granuloma, com participacdo de macrofagos alveolares, macrdéfagos espumosos, células
epitelioides e células gigantes multinucleadas. Ap6s a infec¢do priméria, os linfdcitos T da
imunidade adaptativa também sdo recrutados, circundando o granuloma. Apesar do
desenvolvimento de resposta imune adaptativa, o organismo tende a falhar na eliminacdo do M.
tuberculosis, mantendo-o0 apenas com taxas metabolica e proliferativa em niveis basais e
controlando a infeccéo (laténcia) (RAMAKRISHNAN, 2012).

Em uma parcela dos individuos com os bacilos latentes, cerca de 3 a 10% dos infectados,
ocorrem falhas na resposta imune ou ha fatores imunogenéticos individuais de risco a TB, que
contribuem para que os bacilos consigam evadir-se dos mecanismos de controle da infeccédo e
estabelecam doenca ativa (SCHOREY; SCHLESINGER, 2016; COPPOLA; OTTENHOFF,
2018).

Os variados resultados que podem ocorrer a partir da infeccdo por M. tuberculosis tém
sido atribuidos também a fatores imunogenéticos do hospedeiro, como variantes de base Unica
(SNVs), os quais podem gerar alteragdes bioquimicas e funcionais nas proteinas envolvidas nos
mecanismos efetores da imunidade, ou ainda regular a expressao dessas proteinas, implicando
ora em um favorecimento do hospedeiro e do clearance do microrganismo, ora em favor do

patdgeno, causando prejuizos funcionais ao hospedeiro que acaba sendo mais suscetivel ao
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desenvolvimento da doenca (SCHURZ et al.,, 2015; SCHOREY; SCHLESINGER, 2016;
MUKHERJEE; HUDA; SINHA BABU, 2019).

Desse modo, o presente estudo avaliou a frequéncia de SNV's em genes que codificam
receptores da imunidade inata, os receptores do tipo Toll (TLR), que estdo envolvidos na
resposta imunoldgica inicial do hospedeiro frente a M. tuberculosis, possibilitando o controle
do bacilo ou até mesmo sua eliminacdo em alguns casos, além de atuar fornecendo alguns dos
estimulos necessarios para o surgimento de imunidade adaptativa. Avaliou-se também a
correlagcdo entre a presenca das variantes génicas e as concentragcdes de interleucina-6 em

plasma de pacientes recrutados na cidade de Manaus-AM.



15
2. REVISAO NA LITERATURA
2.1 Epidemiologia

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que em 2019 aproximadamente 10
milhGes de pessoas adoeceram de TB, com taxa de incidéncia estimada em 130 casos por 100
mil pessoas, ocorrendo 1.21 milhdo de 6bitos entre pacientes HIV-negativos, e 208 mil dbitos
entre pacientes HIV-positivos, evidenciando o quanto essa doenga consiste em um problema
grave de saude publica. No continente africano, por exemplo, a doenca acometeu cerca de 2.47
milhGes de pessoas, com mortalidade estimada em 378 mil Obitos entre pacientes HIV-
negativos, e em 169 mil ébitos entre HIV-positivos, ao passo que na Europa, o nimero de
doentes em 2019 foi cerca de 10 vezes menor, com estimativa de 246 mil casos, e mortalidade
estimada significativamente menor em relacdo ao continente africano (20 mil dbitos entre os
pacientes HIV-negativos e 4.2 mil ¢bitos entre HIV-positivos) (WHO, 2020).

Nas Américas, a incidéncia estimada de TB foi de 290 mil casos, equivalendo a 29 casos
a casa 100 mil habitantes no ano de 2019 (WHO, 2020). No Brasil, foram diagnosticados 66.819
casos de TB, com uma incidéncia de 31.6 casos/100 mil habitantes em 2020, sendo um dos 30
paises com maiores cargas da doenca. Quanto a taxa de mortalidade no pais, vem ocorrendo
reducdes, indo de 2,57 Gbitos/100 mil habitantes em 2008, até 2,18 6bitos/100 mil pessoas em
2017. Em 2019, segundo o dado oficial mais recente, o Brasil registrou 4.532 dbitos e taxa de
mortalidade de 2.2/100 mil habitantes (BRASIL, 2021).

Os estados brasileiros com maiores nimeros absolutos de novos casos de TB registrados
em 2020 foram S&o Paulo e Rio de Janeiro, respectivamente com 15.823 e 10.421 casos de TB.
O estado do Amazonas por sua vez, registrou 2.728 novos casos de TB nesse mesmo ano. No
entanto, ao se levar em consideracao o coeficiente de incidéncia da doenca na populacéo, o
Amazonas passa a liderar o ranking nacional com 64.8 casos/100 mil habitantes, seguido do
Rio de Janeiro, com 60 casos/100 mil habitantes. O Amazonas também registrou 170 ébitos por
TB, e taxa de 4.1 mortes /100 mil habitantes em 2019 (BRASIL, 2021).

E importante frisar que a eliminacio da TB passa pela atuacio, por parte dos 6rgaos
competentes, sobre determinantes sociais que favorecem a prevaléncia da doenca e dificultam
0 seu controle, como a méa nutri¢do, as condicdes de trabalho e moradias precarias, € 0 acesso
desigual aos servicos de salde, uma vez que tais fatores vulnerabilizam os mais pobres,
dificultando que elas, caso doentes, tenham acesso ao diagndstico e tratamento adequados, bem
como favorecendo o contagio pela aglomeragdo entre pessoas (LONNROTH et al., 2009).

Estima-se, por exemplo, que em 2019, 2.2 milhdes de casos de TB no mundo estavam
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associados a subnutri¢do, evidenciando a importancia da erradicacdo da pobreza para o controle
dessa doenca (WHO, 2020).

Deve-se destacar que a TB possui uma importante associagdo com outras doencas e
condicBes crbnicas, sendo uma importante comorbidade entre pacientes convivendo com o
HIV, com a diabetes, alcodlatras e tabagistas (especialmente entre 0os homens), de modo que a
estimativa de casos associados a essas condi¢Oes de saude foi, em 2019, 760 mil, 350 mil, 720

mil e 700 mil casos respectivamente (WHO, 2020).
2.2 Forma de transmissdo da TBP

A transmissdo da TBP ocorre por via respiratoria, através de aerossois que sdo
produzidos por individuos doentes, e que estdo eliminando goticulas com bacilos no ar através
da tosse, denominados de pacientes baciliferos. Os aerossois contaminados permanecem no ar
e podem ser inalados por um novo individuo, permitindo que os bacilos cheguem aos alvéolos
pulmonares e estabelecam infeccdo, onde, dependendo do microambiente e da suscetibilidade
do hospedeiro, podera ocorrer o desenvolvimento da doenca ativa, e a manutencao do ciclo de
transmissdo (CHURCHYARD et al., 2017; BRASIL, 2019a).

O ciclo de transmisséo da tuberculose possui elementos catalisadores que precisam ser
considerados para o melhor entendimento da dindmica de transmisséo. Neste ciclo, os diferentes
niveis de exposicdo a aglomeracbes (como pessoas que trabalham em centros urbanos,
moradores de favelas, ou os profissionais da saude), os diferentes niveis de viruléncia do bacilo
(como cepas Beijing e outras cepas multirresistentes), a maior transmissibilidade do hospedeiro
(como os individuos que produzem aerossois com mais facilidade), e as diferentes
suscetibilidades dos hospedeiros (como a infeccdo pelo HIV e a desnutri¢do), contribuem para
que se tenham populacGes mais propensas a infeccdo/transmissdao (DOWDY et al., 2014;
CHURCHYARD et al 2017).

Desse modo, para um controle mais efetivo, e posteriormente a erradicacdo dessa
doenga, precisa-se de atuagdes diretas sobre esses fatores, como a busca ativa nos locais de
maior aglomeracdo, o incentivo aqueles que nao tém facilidade de acesso aos servicos de salde,
para que procurem atendimento médico, e o uso de ferramentas diagndsticas mais eficientes,
como os métodos moleculares. Somente assim, com o0 aumento da abrangéncia diagndstica e a
disponibilizacdo mais eficiente e igualitaria do tratamento, serd possivel reduzir a incidéncia
dessa doenca no mundo (DOWDY et al., 2014; CHURCHYARD et al 2017).
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2.3 Formas clinicas

Embora tradicionalmente se entenda que a TBP possa se apresentar na forma latente,
caracterizada pela auséncia de sintomas (com bacilos viaveis confinados no interior de
granulomas, e as taxas proliferativas do patdgeno mantidas em niveis baixos pela acdo protetiva
do sistema imune), ou na forma de TBP ativa, que se manifesta clinicamente a partir da
inabilidade do sistema imune em conter o patdgeno, devemos considerar que os fatores
individuais que levam os individuos a apresentarem diferentes susceptibilidades, por exemplo
imunodeficiéncias e variagGes genéticas, sugerem que a dicotomia entre forma latente e forma
ativa é melhor aplicada a realidade quando entendida fundamentalmente como dois espectros
opostos de uma doenca, havendo entre um polo e outro, uma série de manifestacdes clinicas
que podem ser apresentadas por cada individuo a depender de condigdes pré-existentes
(BARRY et al.,2009; DOWDY et al., 2014).

A partir do primeiro contato com o patdgeno (primo-infec¢do), no trato respiratério
inferior, os bacilos estabelecem infeccOes localizadas na periferia do pulmdo, onde se
depositaram através da inalacdo. Nesse contexto, ha poucos ou mesmo nenhum sinal ou sintoma
clinico da doenga, €, a depender da capacidade imunoldgica de cada individuo, a infecgcdo pode
ser controlada ou dar inicio a forma ativa da TBP. E o que ocorre na infecgdo primaria com
uma parcela pequena de pessoas (cerca de 5%), que ndo conseguem conter a proliferacdo do
bacilo e, portanto, desenvolvem formas ativas da doenca apos esse primeiro contato. Uma outra
parcela, também de aproximadamente 5%, permanece com os bacilos viaveis no interior de
granulomas, e em situacdes de comprometimento imunoldgico, passam a manifestar sinais e
sintomas da doenga ativa por reativagdo dos bacilos. A maioria dos individuos infectados, no
entanto, pode permanecer com os bacilos latentes nos focos quiescentes, desenvolvendo
resisténcia parcial ao adoecimento, e a infeccdo sendo controlada pelo sistema imune, na forma
latente da TBP (BARRY et al.,2009; BRASIL, 2014; LYON; ROSSMAN, 2017).

A maioria dos casos de TB ativa em individuos imunocompetentes apresenta a forma
clinica pulmonar (cerca de 85% dos casos), dado que a porta de entrada do bacilo no organismo
é, geralmente, o trato respiratério. No entanto, em pacientes imunocomprometidos, como
aqueles acometidos por HIV/Aids, os casos extrapulmonares podem ser mais recorrentes,
chegando a um indice superior a 50% dos casos, quando ha concomitantemente Aids e TB.
Nesses casos a infeccdo pode ser encontrada nos ganglios linfaticos, pleura, meninges, 0ssos,
dentre outros sitios anatbmicos (GOLDEN; VIKRAM, 2005; DHEDA; BARRY;
MAARTENS, 2016; LYON; ROSSMAN, 2017).
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Os sintomas classicos da TBP podem ser constitutivos e respiratdrios. Os constitutivos
envolvem febre vespertina (que pode ser moderada no inicio da doenca, mas que fica cada vez
mais intensa conforme a doencga progride), sudorese noturna, emagrecimento, mal-estar, fatiga
e dores de cabeca. Os sintomas respiratdrios sdo representados pela tosse seca ou produtiva
(frequentemente associada a hemoptise leve), dor no peito e dificuldade para respirar, que fica
mais intensa conforme o comprometimento do parénquima pulmonar (LYON; ROSSMAN,
2017; BRASIL, 2019a).

Outros sintomas apresentados pelo paciente devem receber atengéo, pois pode ser que
outros 6rgaos estejam acometidos nos casos de TB extrapulmonar. A forma como o bacilo se
dissemina a partir de um foco pulmonar, para outros sitios anatdbmicos, ndo é completamente
compreendida, no entanto, a via linfo-hematogénica exerce um papel fundamental para o
transporte do patgeno. A entrada do bacilo na corrente sanguinea pode ocorrer pela ruptura da
camada de células alveolares, permitindo a disseminagédo do bacilo através de veias pulmonares.
Além disso, os bacilos podem usar 0s préprios mecanismos imunes para a dissemina¢do, como
0 transporte por meios de células fagociticas para os linfonodos. Esse transporte é fundamental
para a producdo de linfécitos T especificos, porém, pode contribuir também para a
disseminacdo extrapulmonar. Os granulomas também exercem papel importante na
disseminacdo da doenca, uma vez que macréfagos infectados podem deixar um granuloma
primario, possibilitando o transporte hematogénico do bacilo para outros tecidos (KRISHNAN,
ROBERTSON, THWAITES, 2010; RAMAKRISHNAN, 2012; KHAN, 2019).

2.4 Diagndstico

O diagnostico bacterioldgico é de fundamental importancia tanto para o inicio de uma
antibioticoterapia segura quanto para 0 acompanhamento da evolu¢cdo da doenca. O método
mais empregado no pais é a baciloscopia do escarro pela pesquisa do bacilo alcool-acido
resistente (BAAR), corados pelo método de Ziehl Neelsen, que sendo bem executado, da coleta
do material a execucdo da técnica, permite o diagnostico de até 80% dos casos de TB em
adultos. Ja em criancas, 0 método possui sensibilidade diminuida, muitas vezes pela dificuldade

de se coletar amostras desses pacientes em quantidade e qualidade desejaveis (BRASIL, 2019a).

A baciloscopia do escarro é recomendada em estratégias de busca ativa de pacientes
sintomaticos, em pacientes com suspeita clinica e radiolégica de TBP independente da duracdo
da tosse, e em pacientes diagnosticados com TBP, para acompanhamento da evolugdo do
tratamento. Para realizacdo do método, recomenda-se a coleta da amostra ao despertar, com o

objetivo de se recolher uma quantidade significativa de escarro que se acumula durante a noite.
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As anélises devem ser feitas em duas amostras coletadas em dias diferentes, e, caso haja
suspeita de TBP e as analises forem negativas, pode-se solicitar novas amostras. Nos Estados
Unidos da América, inclusive, a pratica recomendada pelo Center for Disease Control (CDC)
é a analise de pelo menos 3 amostras diferentes a fim de se aumentar a sensibilidade do
diagnostico (JAMIL et al., 2017; BRASIL, 2019a).

O diagndstico de confirmacgdo microbioldgica e padrao ouro, € o exame de cultura, que
deve sempre ser solicitado, pois permite o diagnoéstico de TB mesmo em situacdes quando nao
hé& sinais clinicos ou radioldgicos da doenca, e, ainda que a baciloscopia dé resultados negativos,
o crescimento de M. tuberculosis em cultura permite a defini¢cdo diagndstica da TB, quando
descartada todas possibilidades de contaminacdo da amostra (COSTA et al., 2018; BRASIL,
2019a).

No exame de cultura podem ser utilizados meios sélidos ou liquidos; os meios solidos
mais comumente empregados para isolamento de micobactérias sdo o Lowenstein-Jensen e
Ogawa-Kudoh, que apresentam custos menores e menores taxas de contaminagao, entretanto,
o tempo de desenvolvimento do bacilo é bastante elevado (entre 14 e 30 dias), sendo um ponto
negativo, principalmente quando se precisa de um diagnostico rapido. Os meios liquidos, por
sua vez, permitem o crescimento bacteriano com mais velocidade (entre 5 e 12 dias), sendo
empregados com metodologias automatizadas (COSTA et al., 2018; BRASIL, 2019a).

A realizacdo da cultura para pesquisa do bacilo é muito importante, pois permite a
realizacdo de testes de sensibilidade fundamentais para o emprego dos antimicrobianos
adequados no tratamento, uma vez que o0 uso de uma farmacoterapia baseada apenas na
presuncao de resisténcia aos antimicrobianos, pode levar a efeitos toxicos indesejaveis ao
paciente, além de custos desnecessarios, caso 0 paciente esteja infectado com uma cepa
sensivel. Ja o emprego de uma farmacoterapia inespecifica para casos em que ha resisténcia,
geralmente leva a falhas no tratamento, aumentando o risco de disseminagédo do bacilo, podendo
levar posteriormente a morte. As drogas comumente testadas sdo estreptomicina, isoniazida,
rifampicina e etambutol (JAMIL et al., 2017; BRASIL, 2019a).

Em se tratando de TB latente, a prova da tuberculina, ou teste PPD (purified protein
derivate), constitui em uma metodologia Util na identificacdo de pacientes que foram expostos
ao bacilo. Esse método se baseia na injecdo intradérmica de PPD para averiguar a resposta
imune dos individuos, especialmente respostas mediadas por células T. O exame é considerado
positivo quando ha um endurecimento do local da injecédo entre 48 e 72 horas ap0s a aplicacao.

O resultado positivo ndo significa que o individuo esteja apresentando a forma latente da TB,
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essa distincdo é feita com base nos sinais e sintomas do paciente. Esse exame, poréem, apresenta
possibilidades de falso-negativos em pacientes com imunocomprometimento, e falso-positivos
em casos de pacientes vacinados com BCG ou infectados por outras micobactérias ndo-
tuberculosas (BRASIL, 2014; ACHARYA et al., 2020).

Outros métodos que contribuem para a identificacdo de tuberculose latente sdo ensaios
de liberacdo do interferon-gama (Interferon-Gamma Release Assays — IGRA), que se
fundamentam na proposi¢do de que células anteriormente sensibilizadas com antigenos de M.
tuberculosis, ao serem novamente estimuladas com antigenos do bacilo, secretam quantidades
maiores de IFN-y. Atualmente 2 métodos baseados nesse fundamento foram validados para uso
diagnostico, o teste QuantiFERON®-TB Gold in tube, aprovado pelo FDA em 2004, que
consiste em um ensaio imunoenzimatico que detecta a producéo de IFN-y liberadas por células
T no sangue total apds estimulo com antigenos de M. tuberculosis, e o ELISpot, que se baseia
na detecgdo de células T secretoras de IFN-y em face do estimulo com antigenos do bacilo
(JUN-CHI, et al., 2017; BRASIL, 2019a).

A problematica da TB, para ser controlada de fato, precisa inicialmente de metodologias
diagnosticas capazes de fornecer resultados fidedignos e com mais velocidade, desse modo, 0s
métodos moleculares despontam como importantes ferramentas. O teste rapido molecular para
tuberculose (TRM-TB) é uma dessas ferramentas, e estd indicado para o diagnostico de TB
pulmonar e laringea em adultos e adolescentes, e para triagem dos casos com resisténcia a
rifampicina, sendo o Unico método molecular disponivel na rede publica em alguns municipios
brasileiros (BRASIL, 2019a).

O TRM-TB permite a emissao de resultados em 2 horas e se baseia na reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) em tempo real, permitindo a deteccdo do DNA de M. tuberculosis. A
sensibilidade desse método é de 90% para amostras de escarro de adultos, e permite também a
deteccdo da resisténcia a rifampicina com sensibilidade de até 95% (BOEHME et al., 2010;
BRASIL, 2019a).

2.5 Tratamento

O tratamento para TB € longo, no minimo seis meses, dependendo da forma clinica e
outras condicBes do paciente. O esquema terapéutico basico para adultos e adolescentes nos
dois primeiros meses € a administracdo didria e combinada de quatro medicamentos:
rifampicina, pirazinamida, etambutol e isoniazida (fase de tratamento intensiva), e mais quatro
meses de manutengdo, com uso diério da rifampicina e isoniazida. J& em criancas com idade

igual ou inferior a 10 anos, o tratamento na fase intensiva € composto por rifampicina,
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pirazinamida e isoniazida, e na fase de manutencao por rifampicina e isoniazida. Em casos de
pacientes com meningite, envolvimento 6sseo e articular ou infecgBes por microrganismos
resistentes, o tratamento pode ser prolongado e o esquema terapéutico adaptado (RANG;
DALE, 2011; BRASIL, 2019a).

A TB droga resistente se configura em um grande desafio, pois possui um tratamento
mais dificil. Geralmente a resisténcia a rifampicina é a mais prevalente, no entanto, outras
drogas também podem apresentar ineficiéncia contra o bacilo, desse modo, na auséncia da
rifampicina que € a droga mais ativa contra a TB, se faz necessario o uso de drogas de segunda
linha, levando a tratamentos mais longos e com potencial de desenvolvimento de toxicidade
(BRASIL, 2019a).

A TB pode apresentar diferentes niveis de resisténcia: a monorresisténcia, quando ha
resisténcia a somente 1 farmaco, sendo a rifampicina e a isoniazida os de maior vigilancia e
impacto terapéutico; a polirresisténcia, que se configura pela resisténcia de 2 ou mais farmacos
anti-TB, exceto rifampicina e isoniazida juntas; a multirresisténcia, quando ha, pelo menos,
resisténcia a rifampicina e isoniazida que sdo os farmacos mais importantes no tratamento da
TB; a resisténcia extensiva, que ocorre quando ha resisténcia a rifampicina e isoniazida,

associada a resisténcia as fluoroguinolonas e aos injetaveis de segunda linha (BRASIL, 2019a).

Em geral os farmacos utilizados atuam inibindo as vias metabdlicas do bacilo
(interferindo em vias enzimaticas ou em sintese de metabdlitos necessarios para a sobrevivéncia
do microrganismo), propiciando que o sistema imunoldgico também possa ajudar eliminando
os bacilos em laténcia. Cada farmaco envolvido no esquema terapéutico tem a funcéo de atuar
nos bacilos durante suas diferentes atividades metabdlicas, por exemplo, nas lesbes cavitarias
onde ha condicdes de oxigénio e pH adequados para a multiplicacdo bacilar, a rifampicina, a
isoniazida e a estreptomicina sdo bastante eficientes, ja nas popula¢des de bacilos no interior
dos fagdcitos, onde o pH é &cido, os niveis de oxigénio baixos e 0s mecanismos de defesas
imunes levam a uma baixa taxa de proliferagdo do bacilo, os farmacos com maior capacidade
de atuacdo sé@o aqueles que se difundem em meio intracelular e que podem atuar no pH acido

local, como a rifampicina, a pirazinamida e etambutol (BRASIL, 2019a).

Apesar do tratamento longo para TB, cujo objetivo € garantir a eliminagdo dos bacilos
em laténcia que sdo os principais responsaveis pelas recidivas, a maioria das pessoas que
desenvolvem a TB e recebem um diagndstico em tempo habil, pode ser curada. A TB, no
entanto, é uma doenca carregada de estigmas e preconceitos que sdo grandes barreiras para o

acesso e fidelizacdo dos pacientes ao tratamento. Ha também dificuldade de acesso aos servicos
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de salde e educagdo formal por parte de grupos sociais vulneraveis, que contribui para a
manutencao tanto do ciclo de transmissdo quanto dos nimeros de novos doentes que se mantém
estavel nos dltimos anos (WHO, 2019; BRASIL, 2019a; FURIN; COX; PAI, 2019).

2.6 O Complexo Mycobacterium tuberculosis

A TB pode ser causada por qualquer uma das sete espécies que integram o Complexo
Mycobacterium tuberculosis: M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. canetti, M. microti,
M. pinnipedi e M. caprae (BRASIL, 2019a). A espécie de maior impacto na satde publica é M.
tuberculosis, também conhecida como bacilo de Koch. E um bacilo &lcool-acido resistente,
aerdbio, com a parede celular constituida por rica concentracdo de acidos graxos, em especial
por acido micolico, mas também por glicolipidios como lipoarabinomanana e lipomanana
(GAGNEUX, 2018; GHAZAEI, 2018).

Ao longo de sua evolucdo, M. tuberculosis conservou muitas caracteristicas metabdlicas
encontradas em micobactérias ndo patogénicas, no entanto, adquiriu novas funcées, adaptando
suas vias metabdlicas para o sucesso na infeccdo do hospedeiro humano, e consequentemente,
para sua propagacdo. Diferentemente de muitos outros microrganismos patogénicos, M.
tuberculosis possui um aparato genético que possibilita a sintese de muitas biomoléculas
fundamentais para sua sobrevivéncia, como todos 0s aminoacidos essenciais, vitaminas e
cofatores, além da sintese de enzimas envolvidas na lipogénese e lipolise, e na glicolise,
enquanto outros patdgenos obrigatorios tendem a utilizar da maquinaria celular dos hospedeiros
para a sintese desses componentes (COLE et al., 1998, MASHABELA; DE WET; WANER,
2019).

O metabolismo de M. tuberculosis esta altamente relacionado com sua patogenicidade,
principalmente por se tratar de um patdgeno obrigatério. Sua coevolucgdo ao longo de milénios
com o hospedeiro humano, fez com que o metabolismo do bacilo pudesse se adaptar a uma
variedade de pressfes que atuam para a sua eliminacdo, como a imunidade do hospedeiro, a
farmacoterapia, e a escassez de nutrientes e de oxigénio em ambiente intracelular. Desse modo,
0 sucesso no estabelecimento da infeccdo passa pela capacidade do bacilo de entrar em um
periodo metabdlico e replicativo quiescente, e sair desse status quando for favoravel para o
restabelecimento do ciclo celular e propagacéo da infec¢do (EHRT; SCHNAPPINGER; DIRK,
2018; MASHABELA; DE WET; WANER, 2019).

Dentre os mecanismos regulatérios do metabolismo bacteriano que auxiliam na
adaptacdo do bacilo ao metabolismo intracelular do hospedeiro, podemos citar o co-

catabolismo de substratos de carbono, que envolve o consumo de multiplas fontes de carbono



23

simultaneamente com o0 objetivo de otimizar o crescimento bacteriano, diferente de outras
bactérias que usualmente utilizam as fontes de carbono de maneira seletiva e sequencial de
acordo com a eficiéncia no crescimento; a regulacéo do uso de colesterol pelo M. tuberculosis
por meio do AMP ciclico, com o objetivo de controlar o uso do nutriente, uma vez que o bacilo
prefere o colesterol como fonte de energia do que outras macromoléculas como glicose e acidos
graxos; e a reciclagem metabdlica, a fim de otimizar o uso de nutrientes, pela conversdo das
cabecas polares dos glicerofosfolipideos, em fosfato inorgénico e glicerol, que servem como
substratos enzimaticos no metabolismo do bacilo (DE CARVALHO et al., 2010; LARROUY -
MAUMUS et al., 2013; VANDERVEN et al., 2015; EHRT; SCHNAPPINGER; DIRK, 2018).

A composicéo da parede celular de M. tuberculosis também desempenha um importante
fator na interface patdgeno-hospedeiro, sendo o primeiro sitio para essa interacdo. A parede
celular é composta por uma camada exterior a membrana plasmatica composta
majoritariamente por peptidoglicano, que se liga covalentemente a uma segunda camada
composta de arabinogalactano (essa camada possui lipideos e lipoglicanos ligados nao
covalentemente, entremeando-se), e essa, por sua vez, se liga a uma terceira camada composta
de acidos micdlicos, a qual é envolta por uma camada frouxamente aderida, composta de
proteinas e polissacarideos (GAGNEUX, 2018; GHAZAEI, 2018; EHRT et al., 2018;
MASHABELA et al., 2019).

Os componentes da parede celular sdo fundamentais para a patogenicidade do bacilo;
cadeias de acido micdlico, por exemplo, foram identificadas como determinantes antigénicos
para receptores de células T, de modo que modificacBes nas cadeias de acido micolico causam
alteragdes nas atividades desses receptores (CHANCELLOR et al., 2017). Os componentes
lipidicos consistem em cerca de 60% do peso seco da parede de M. tuberculosis, e modulam a
resposta imune do hospedeiro. Mudancgas no metabolismo lipidico do bacilo, por exemplo,
levam a alteracfes na composicdo da parede celular, influenciando a resposta imunologica do
paciente, no que diz respeito a producgdo de citocinas e a ativacdo de fagécitos (GAGNEUX,
2018; GHAZAEI, 2018; EHRT et al., 2018; MASHABELA et al., 2019).

2.7 Imunidade Inata no contexto de TB

A espécie M. tuberculosis é um patégeno muito antigo, que ao longo de sua evolugédo
desenvolveu mecanismos de evasdo da resposta imune do hospedeiro e estratégias para o
desenvolvimento de infec¢Oes persistentes. Estima-se que cerca de um quarto da populacéo
global esteja infectada com o bacilo, desse grupo, a maioria permanece em estado latente, e

apenas uma parcela de 3 a 10% desses individuos desenvolve a doenca ativa ao longo de suas
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vidas em decorréncia de falhas no sistema imune em manter a infec¢do controlada. Geralmente
é esse o desfecho da infecgdo primaria em um individuo saudavel: a laténcia do M. tuberculosis
no interior de macréfagos ou granulomas. Ainda assim, uma parte dos individuos desenvolve
doenca ativa a partir da infeccdo primaria, em decorréncia de diversos fatores sobre os quais
ainda sdo necessarios esclarecimentos, como 0s aspectos imunoldgicos e geneticos dos
pacientes (SCHOREY; SCHLESINGER, 2016; COPPOLA; OTTENHOFF, 2018).

Os bacilos ap6s serem inalados, atingem o tecido pulmonar e sdo internalizados
preferencialmente pelos macr6fagos alveolares através da fagocitose mediada por receptores,
destacando-se duas vias importantes de internalizagédo, a primeira mediada por receptores do
complemento (CR), que envolve a ativacao de proteinas do complemento presentes no espaco
alveolar pelos antigenos micobacterianos, e consequente opsonizacao do bacilo, propiciando a
sua internalizacdo ap06s reconhecimento das opsoninas recobrindo o patégeno pelos receptores
de complemento do fagdcito (FENTON; RILEY; SCHLESINGER, 2005), e a segunda que €
mediada por receptores de manose (MR), capazes de reconhecer residuos de manose
micobacterianos (GUPTA et al., 2012).

Além dos macrofagos alveolares, a interacdo inicial de M. tuberculosis se da também
com outras células como as células dendriticas (DC), células Natural Killer (NK), neutrofilos,
e também células epiteliais. Essa diversidade celular lanca mdo de diversos receptores de
reconhecimento de padrdo (PRR), tais como receptores do tipo Toll (TLRs), do tipo NOD
(NLRs) e receptores de lecitina tipo C (CLR), que atuam individualmente ou em associacéo,
para reconhecer os padrdes moleculares associados ao patégeno (PAMPs) do bacilo, e dar inicio
a cascatas bioquimicas e ativacdo de fatores de transcricdo, que atuam no ndcleo celular para,
entdo, haver a producdo de moléculas da resposta imune, como citocinas pro-inflamatérias, e
guimiocinas como a CCL2, responsavel pelo recrutamento de macrofagos intersticiais e
amplificacdo da resposta imune (GUPTA et al.,, 2012; LIU; LIU; GE, 2017; HUANG,;
NAZAROVA; RUSSELL, 2019).

Nos macrofagos, no interior dos fagossomos, o bacilo entra em contato com um meio
acido e rico em enzimas lisossomais, com capacidade de destruir o microrganismo e de manter
as baixas taxas de replicacdo. No entanto, M. tuberculosis evoluiu de modo a possuir a
capacidade de inibir a maturacdo do fagolisossoma, que passa a apresentar uma concentracdo
das enzimas antimicrobianas reduzida, o pH passa para niveis menos acidos (~6,4) e, portanto,
conseguem garantir um meio adequado para a sobrevivéncia do patégeno e a persisténcia da
infeccdo (LIU; LIU; GE, 2017; HUANG; NAZAROVA; RUSSELL, 2019).
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No pulmédo s@o encontradas diferentes populacdes de macréfagos, especialmente
macrofagos alveolares, que sdo células residentes, oriundas do saco vitelino e do figado fetal
durante a embriogénese, e com capacidade de autorrenovacdo. Outra populacdo € a de
macrdfagos intersticiais, oriundos dos mondcitos circulantes. Apesar de compartilharem o
mesmo ambiente, essas células, em razao de suas diferentes ontogéneses, apresentam respostas
divergentes em face de estimulos semelhantes, consequentemente essas duas populac@es de
macrofagos fornecem diferentes meios intracelulares para M. tuberculosis, afetando a
sobrevivéncia, 0 metabolismo e a multiplicacdo dos bacilos de diferentes formas (HUANG;
NAZAROVA; RUSSELL, 2019).

Os macrofagos alveolares quando infectados pelo bacilo, apresentam aumento dos
transcritos associados ao metabolismo de &acidos graxos e balanco do colesterol, o que é
essencial para a sobrevivéncia do patégeno, dada a preferéncia de M. tuberculosis pelos lipidios
como fonte de carbono. J& os macréfagos intersticiais apresentam aumento nos transcritos
relacionados a sinalizagdo via IFN-y, atividades inflamatorias, glicolise e hipoxia, mostrando-
se celulas mais hostis contra os bacilos e mais aptas ao controle da infec¢do. De fato, 0s
macrofagos sdo células muito importantes para a contencdo da proliferacdo dos bacilos,
inclusive sdo as células que iniciam a formacdo do granuloma, a maior caracteristica
histopatoldgica da TB (GHAZAEI, 2018; HUANG; NAZAROVA; RUSSELL, 2019).

Os granulomas sdo agregados celulares compactos formados principalmente por
macrdéfagos maduros, os quais, a depender dos estimulos e dos diferentes processos patoldgicos
envolvidos, podem sofrer alteracdes diversas, por exemplo, tornarem-se células epitelioides,
cujas membranas celulares das células adjacentes se conectam umas as outras por meio de
interdigitacbes em arranjos semelhantes a ziper; podem fundir suas membranas inteiramente
formando células gigantes multinucleadas; e também podem se diferenciar em macrofagos
espumosos, que apresentam elevada concentracdo de lipidios oxidados, em consequéncia de
estimulos inflamatorios repetidos. Inclusive, no centro caseoso do granuloma, que sdo os locais
necroticos formados pelas células mortas que participam da sua composicdo, hd elevada
concentracdo de colesterol esterificado, o qual é proveniente dos macréfagos espumosos que
cercam 0 centro caseoso (PAGAN; RAMAKRISHNAN, 2018; HUANG; NAZAROVA;
RUSSELL, 2019).

A formacdo do granuloma ocorre essencialmente pela incapacidade de fagocitos
mononucleares em eliminar o patégeno, desse modo, o recrutamento de macrofagos e outros
tipos celulares, e a formagcdo de tecido fibrotico, agem para confinar o bacilo em seu interior a

fim de manter a infecgdo sob controle e prevenir o desenvolvimento de doenca ativa, porém,
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essa estratégia do organismo também representa riscos de danos, pois de forma paradoxal,
conforme o granuloma se desenvolve, e ndo ocorrendo o clearance do patdgeno, a producgéo de
citocinas pelas células do granuloma como TGF- 1 ou IL-4/IL-13, pode levar ao excesso de
tecido fibroso causando até mesmo faléncia do 6rgdo (RAMAKRISHNAN, 2012; PAGAN;
RAMAKRISHNAN, 2018; GHAZAEI, 2018; HUANG; NAZAROVA; RUSSELL, 2019).

Assim como a fibrose, outra caracteristica patologica do granuloma € a necrose, cujos
danos teciduais causados nos 6rgdos acometidos estdo associados a morbidade do paciente e a
maior transmissividade do bacilo, pois M. tuberculosis apresenta grande capacidade de
multiplicacdo nos detritos necroticos, possivelmente pela elevada concentracdo de lipidios
presentes no meio, 0s quais podem ser usados pela micobactéria como substrato. Ainda assim,
ha evidéncia de que a conservacdo da resposta granulomatosa, desde os invertebrados até os
humanos, indica que essa estratégia imune desempenha um papel importante na defesa do
hospedeiro, inclusive, a presenga de granulomas estéreis (calcificados ou fibréticos) em
diversos individuos, demonstram que a resposta granulomatosa atuou pela eliminacdo do
patégeno em favor do hospedeiro (PAGAN; RAMAKRISHNAN, 2018).

2.7.1 Receptores do tipo Toll (TLR — Toll Like Receptor)

O reconhecimento inicial dos patdgenos se da através da ligacdo entre os PAMPs pelos
PRRs presentes nas celulas da imunidade inata, por exemplo os TLRs, um grupo de proteinas
transmembranares que estéa presente em células com fungdes imunes. Esses receptores recrutam
moléculas adaptadoras que retransmitem o0s sinais para as moléculas seguintes da cascata
bioguimica, levando a ativacao de diferentes vias de sinalizagéo e entdo a producao de citocinas
pro-inflamatorias. Os diferentes TLRs, dependendo da sua localizagcdo, podem reconhecer
diferentes estruturas do patégeno, como os TLRs localizados na membrana celular (TLR 1, 2,
4,5 e 6) que reconhecem lipopolissacarideo da parede celular de bactérias gram-negativas e o
acido lipoteicoico de bactérias gram-positivas, enquanto os TLRs 3, 7, 8 e 9, que sdo
endossomais, reconhecem principalmente acidos nucleicos antigénicos. No caso da TB,
componentes lipidicos de M. tuberculosis interagem com TLR e com o dominio TIR da
molécula adaptadora MyD88, ativando as moléculas seguintes da cascata, IRAK-1, TRAF e
TIRAK, que direcionam a ativagdo do TLR ao nucleo, onde o NF-kB induz a transcri¢do de
genes que codificam proteinas inflamatorias, como TNF-a e IL-1, que geram resposta contra
M. tuberculosis (BIYIKLI et al., 2016; LIU; LIU; GE, 2017).

Os TLRs sdo expressos de forma relevante nos tecidos e 6rgdos com func@es imunes,

como o0 baco, e os leucocitos do sangue periférico, possuindo perfis de distribuicéo distintos,
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além de exercerem uma importante funcéo nos 6rgaos que possuem interface com o ambiente,
como no trato respiratorio e gastrointestinal. Diversos componentes micobacterianos ja foram
reconhecidos como agonistas de TLR2/TLR6, TLR1/TLR2, TLR4 e TLR®6, levando a uma
cascata de ativacdo que resulta na producdo de citocinas pré-inflamatorias como IL-1, IL-6, IL-
8, IL-12, TNF-a, quimiocinas e 0xido nitrico, que sdo fundamentais na imunopatogenia da TB
(BASU; SHIN; JO, 2012; SARAAV; SINGH; SHARMA, 2014).

As lipoproteinas LprG or LpgH de M. tuberculosis foram identificadas como ligantes
do heterodimero TLR1/TLR2, e capazes de coestimular células T CD4+ de memdria, indicando
um papel na inducdo de respostas secundarias e na manutencdo da memoria imunologica
(LANCIONI et a., 2011). A lipoarabinomanana de M. tuberculosis também foi identificada
como agonista do heterodimero TLR1/TLR2, ativando neutrofilos humanos e estimulando a
producéo das citocinas como IL-6 e IL-8 (HOOK et al., 2019).

TLR2 também atua no reconhecimento de M. tuberculosis, ligando-se as proteinas da
familia PE_PGRS (proline-glutamic acid_polymorphic guanine-cytosine-rich sequence),
PE_PGRS 17 (Rv0978c) e PE_PGRS 11 (Rv0754), que sdo associadas a parede celular do
bacilo. Ao serem reconhecidas pelo TLR2, induzem a maturacdo e posteriormente a ativacdo
de células dendriticas humanas, e aumentam a capacidade dessas células de estimular células T
CD4+ (BANSAL et al., 2010); outro antigeno, a pirofosfatase Rv3628, essencial para a
viabilidade da célula bacteriana e que ja foi identificada na parede celular de M. tuberculosis,
mostrou-se ativadora de células dendriticas e estimuladora da sintese de TNF-a, IL-1p, IL-6, €
IL-12p70, via MyD88, através da ligacdo a TLR2 (KIM et al., 2016).

A ativacdo de TLR4 pela proteina Rv0652, que € abundante em filtrados de M.
tuberculosis K (pertencente a familia Beijing), mostrou-se estimuladora da producdo de TNF e
da quimiocina CCL2 em macrdfagos, dependente de MyD88. Além de aumentar a producédo de
moléculas co-estimuladoras como CD80, CD86 e MHCII, preponderantes para ativacao de
células T (KIM et al., 2012); e a proteina da familia Rpf (Resuscitation Promoting Factor),
RpfB, que foi demonstrada como um ligante de TLR4, ativa células dendriticas e estimula a
producdo de citocinas pro-inflamatorias, bem como a expressdo de moléculas co-estimuladoras,
como CD80, CD86, e os MHC de classe I e Il (KIM et al., 2013).

Os acidos nucleicos de M. tuberculosis também sdo elementos antigénicos reconhecidos
por receptores da imunidade inata. Verificou-se que DNA purificado de M. tuberculosis
estimulou a producao de IL12p40 por células dendriticas de baco de camundongos, bem como

a producdo de IL-12p40, TNF e IFN-a por células dendriticas derivadas de medula 6ssea, e de
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TNF e IL-6 por macrofagos derivados da medula 0ssea de maneira dependente de TLR9
(BAFICA et al., 2005). A replicacéo intracelular de cepa atenuada de M. tuberculosis (H37Ra)
foi maior em macrofagos isolados de camundongos deficientes em TLR9 em comparacdo a
macréfagos de camundongos do tipo selvagem, enquanto a cepa virulenta H37Rv mostrou

sobrevivéncia igual em células de camundongos selvagens ou mutantes (KIEMER et al., 2008).

Por ser endossomal, 0 TLR9 apresenta-se como um importante alvo de estudo visto que
sua localiza¢do no citoplasma permite uma interacdo importante com M. tuberculosis, alguns
estudos sinalizam nesse sentido ao identificar que variantes génicas de TLR9 apresentam
associacdo com o desenvolvimento de TB (BHART I et al., 2014; SCHURZ et al., 2015; WANG
et al., 2018). Nesse sentido, ndo apenas TLR9, mas variantes dos diferentes receptores do tipo
Toll podem impactar nas doengas infecciosas, de modo que estudos cientificos tém identificado
variantes de TLR1, TLR2, TLR4 e TLR6 relacionadas a tuberculose em diferentes populacdes
do mundo (ZHANG et al., 2013; ZHAO et al., 2015; CHEN et al., 2015; HU et al., 2019).

2.7.2 SNV rs5743618 de TLR1

A variante rs5743618 é ndo-sinbnima, onde o alelo de maior frequéncia T corresponde
ao codon ATC (isoleucina), e o alelo G corresponde ao codon AGC (serina). Essa variagao de
aminoéacidos ocorre na posicao 602 da proteina gerando modificacdes no primeiro aminoacido
do dominio intracelular de TLR1 (MA et al., 2007). Alguns autores reportam que essa variagao
de amino&cidos, especialmente a decorrente do alelo G (AGC, serina) acarreta em uma
expressao deficiente de TLR1 na superficie celular, resultando no prejuizo das respostas imunes
(JOHNSON et al., 2007; UCIECHOWSKI et al., 2011).

Ainda que JOHNSON et al., 2007 tenha detectado prejuizo funcional em decorréncia
do alelo G da variante rs5743618, os autores também encontraram um papel protetivo do alelo
G frente a hanseniase (uma doenca micobacteriana) (p=0.004; OR=0.48; C195%=0.29-0.80),
pode-se atribuir esses achados contrastantes ao fato de que outros alelos podem atuar
conjuntamente com rs5743618 para acarretar em prejuizos na expressdao de TLR1, de modo
que, uma analise envolvendo outras variantes em desequilibrio de ligacdo com rs5743618,
como rs4833095, pode permitir uma analise mais fidedigna a respeito do possivel efeito

deletério do alelo G sobre a expressdo da proteina TLR1.

UCIECHOWSKI et al., 2011, por exemplo, verificou que o gendtipo G/G de rs5743618
em conjunto com o genotipo A/A de rs4833095 acarreta em uma expressdo praticamente nula
de TLR1 na superficie de leucécitos polimorfonucleares de doadores, porém, também o
gendtipo T/T de rs5743618 em conjunto com A/G de rs4833095, e T/G da variante rs5743618
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junto com A/A de rs4833095, acarretam expressdo reduzida ou praticamente nula de TLR1 na

superficie celular de leucdécitos, permitindo aos autores concluir que o alelo A de rs4833095

esta associada a reducdo da expressdo de TLR1 mais que o alelo G de rs5743618. Os autores

também pontuam que outros estudos que avaliaram o efeito do alelo G na reducao da expressao
de TLR1 em mondcitos (JOHNSON et al., 2007; WURFEL et al., 2008) ndo analisaram outras

variantes em desequilibrio de ligagdo com rs5743618, o que também pode levar a concluses

menos precisas a respeito da funcionalidade dessa variante.

Os estudos caso-controle publicados na literatura com a variante rs5743618 em

pacientes com TBP ou TB extrapulmonar foram sumarizados na tabela 1.

Tabela 1. Resumo dos estudos publicados na literatura com a variante rs5743618 de TLR1 e
sua associacao com tuberculose.

Alelos e Gen6tipos Valores Estatisticos Populacéo Resultados Referéncias
Hispénicos (TB e | Foi verificada
<0.001; OR:2.29 N
P TBEP) associacao do
” Afro-americanos gendtipo T/T com
tipo T/T <0.001; OR: 2. . MA et al., 2007
Gendtipo T/ p<0.001; OR:2.50 (TB e TBEP) risco para TB. etal, 200
_ . Caucasianos (TB e | Ndo foi encontrada
p=0.080; OR:0.49 TBEP) associagao
AlelosGeT p=0.814 Pacientes ~ com | N&o houve
TBP de mais de 16 | associagéo com
de Hebei. | TBP MA et al., 2010
Gendtipos T/T, T/G, G/G | p=0.970 anos de  Hebel, :
China.
Pacientes com | Néo houve

Genotipos T/T, T/G

p=0.15; OR: 0.56; 95%CI: 0.24-1.30

TBP do sul da

associagdo com

SELVARAJ et

india TBP. ., 2010
Individuos com | Foi encontrada
Alelo G p=0.0059; OR: 2.74; 95%Cl: 1.26-6.05 TB nascidos na | associacdo entre o | UCIECHOWSK
Alemanha alelo G e o genodtipo | letal., 2011
Genttipo G/G p=0.0025; OR: 4.17; 95%Cl: 1.52-11.67 G/G com TB.
Pacientes Foi encontrada
Alelo G p=0.02; OR: 1.43; 95%CI: 1.07-1.90 caucasianos com | associacdo entre o OCEJO-
TBP de Cantabria, | alelo G e o gendtipo VINYALS et
Norte da Espanha. | G/G com TBP. al. 2013
Geno6tipo G/G p=0.005; OR: 2.04; 95%Cl: 1.26-3.31 !
Pacientes entre 12 | Ndo houve
- _ e 70 anos com | associacéo com | SINHA et al,
Gendtipos T/T, T/G, G/G | p=0.186 TBP de Uttar | desenvolvimento de | 2014
Pradesh, india. TBP.
Alelo G p=0.115; OR: 0.606; 95%CI: 0.323-1.137 Pacientes com | Nédo foi encontrada
Alelo T p=0.115; OR: 1.650; 95%CI: 0.880-3.095 TBP de Xangai, | associagdo  entre
Gen6tipo T/T p=0.074; OR: 1.833; 95%CI:0.935-3.592 China. alelos e genétipos e | wuetal., 2015
Gen6tipo T/G p=0.054; OR: 0.508; 95%CI: 0.252-1.022 TBP.
Genétipo G/G p=0.499; OR: 1.944; 95%CI: 0.175-21.64
. Foi encontrada
Alelo G p=0.0009; OR: 2.40; 95%CIl: 1.41-4.07 Pacientes associagdo entre o
pediatricos de Lo
alelo G e o gendtipo | Qletal., 2015
Han, Norte da T/G TBP
Genétipo T/G p=0.001; OR: 2.53; 95%CI: 1.47-4.34 China. com €

TBEP.
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_ . . osorer- Pacientes com | Foi encontrada

Alelo G p=0.0001; OR: 3.00; 95%Cl: 1.69-5.31 TBP do sudeste | associacdo entre o | NADERI et al.,
. iraniano. alelo G e o genétipo | 2016
Genotipo T/G p<0.0001; OR: 3.29; 95%CIl: 1.82-5.97 T/G com TBP
Alelo G p=0.48; OR: 0.89; 95%Cl: 0.66-1.37 Pacientes adultos | Ndo foi encontrada
com TBP e TB | associagdo entre

Alelo T p=0.48; OR:0.83; 95%Cl: 0.83-1.5 pleural do | alelos e gendtipos e BARLETTA-
Gen6tipo T/T p=0.77; OR: 1.11; 95%Cl: 0.7-1.61 Amazonas. TB. ZN(Q;/ECA etal,
Gen6tipo T/G p=0.77; OR: 0.64; 95%CIl: 0.64-1.37
Genoétipo G/G p=0.77; OR:0.81; 95%CI: 0.42-1.56

Dos estudos relacionados na Tabela 1, alguns ndo encontraram associacdo do SNV
rs5743618 com TB em populacées da China, india e Brasil (MA et al., 2010; SELVARAJ et
al., 2010; SINHA et al., 2014; WU et al., 2015; BARLETTA-NAVECA et al., 2018). Ja o alelo
G e 0 genotipo G/G apresentaram associacdo com risco de TBP na populacdo de caucasianos
estudada na Europa (UCIECHOWSKI et al.,, 2011 e OCEJO-VINYALS et al.,, 2013). O
gendtipo T/G também ja apresentou associacdo com risco a TBP na China e Ira (Ql et al., 2015;
NADERI et al., 2016). Enquanto MA et al., 2007, que analisou essa variante em diferentes
grupos étnicos nos Estados Unidos da Ameérica identificou o gendtipo T/T com risco a TB tanto

em individuos hispanicos quanto em afro-americanos.

Os resultados divergentes identificados nos estudos de associagéo da variante rs5743618
de TLR1 com TB, pode ser justificado pelas diferentes populagdes estudadas em cada trabalho,
com diferentes idades, diferentes etnias e diferentes formas clinicas da doenca, evidenciando a
necessidade de se estudar o SNV nas populagdes de cada regido, delimitando-se as formas
clinicas e faixas etarias a serem incluidas, a fim de se ter resultados mais reais do papel dessa

variante em cada grupo especifico.
2.7.3 SNV rs187084 de TLR9

O SNV rs187084 é uma variante localizada na regido promotora de TLR9
(POTHLICHET; QUINTANA-MURCI, 2013), cujo alelo de menor frequéncia é C (G na fita
molde) e o de maior frequéncia é T (A na fita molde). Devido a sua localizacdo na regido
promotora, essa variante tem sido relacionada a regulacdo da expressdo de TLR9 e consequente
impacto na susceptibilidade a diversas doencas, como periodontite cronica (SAHINGUR et al.,
2010), malaria (MOCKENHAUPT et al., 2006; SAWIAN et al., 2013) e sepse (CHEN et al.,
2011). Os estudos de associacdo entre a variante rs187084 e a tuberculose publicados na

literatura, foram sumarizados na tabela 2.
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Tabela 2. Resumo dos estudos publicados na literatura com a variante rs187084 de TLR9 e sua
associacdo com tuberculose.

Alelos e Gen6tipos

Valores Estatisticos

Populagéo

Resultados

Referéncias

Alelos TeC

Genttipos T/T; T/C; C/IC

p=0.07

p=0.41

Pacientes com
TBP da Guiné-
Bissau

N&o foi encontrada
associacao com
TBP.

OLESEN et al.,
2007

Genttipo T/C p=0.81; OR: 1.11; 95%Cl: 0.73-1.71 Pacientes com | Ndo foi encontrada
o SELVARAJ et
. TBP do sul da | associagéo com
Genotipo C/C p=0.81; OR: 0.94; 95%Cl: 0.51-1.72 o al.,, 2010
India TBP.
Alelo T
p=0.2; OR: 1.2; 95%CI: 0.8-1.8 . Ndo foi encontrada
Alelo C Pacientes com L JAHANTIGH et
] associacdo com
Genotipo T/C p=0.4; OR: 1.1; 95%CI: 0.7-1.9 TBP do Ird TBP al., 2013
Gendtipo C/C p=0.2; OR: 1.6; 95%Cl: 0.6-4.4 '
Alelo T p=0.21; OR: 0.79; 95%ClI: 0.59-1.07
Pacientes adultos
Alelo C p=0.21; OR:1.25; 95%Cl: 0.93-1.68 BARLETTA-
) com TBP e TB | Ndo foi encontrada
Gen6tipo T/T p=0.13; OR: 0.65; 95%Cl: 0.43-0.98 . NAVECA et al.,
] pleural do | associagdo com TB.
Gendtipo T/C p=0.13; OR: 1.33; 95%CI: 0.89-2 2018
Amazonas
Gendtipo C/C p=0.13; OR: 1.17; 95%Cl: 0.61-2.21
Alelo C p=0.6; OR: 1.05; 95%CIl: 0.88-1.24 Pacientes maiores
. Néo foi encontrada
Genotipo T/C p=0.64; OR:1.06; 95%CIl: 0.83-1.36 de 15 anos com o
. . associagdo com TB.
Genotipo C/C p=0.70; OR: 1.07; 95%CIl: 0.74-1.55 TB da China
Alelo C p=0.01; OR: 1.48; 95%Cl: 1.10-2.00 Pacientes com | Alelo C e genotipo | WANG et al.,
TBP e TB latente | T/C associado ao | 2018
Gen6tipo T/C p=0.03; OR: 1.68; 95%CIl: 1.07-2.65 com mais de 18 | desenvolvimento de
anos da China. TB a partir de TB
Gendtipo C/C p=0.06; OR: 1.80; 95%CIl: 0.99-3.27

latente.

Com excecdo do trabalho de WANG et al., 2018, o qual identificou a variante rs187084
com a predisposic¢do ao desenvolvimento de TBP a partir de uma infecg&o latente em individuos

chineses, o restante dos trabalhos ndo associou 0 SNV em questdo com a TB, ainda que outros

estudos tenham sido realizados e identificado esta variante com outras doencgas infecciosas.

2.7.4 Interleucina-6

A IL-6 tem um papel importante na imunopatogénese de doencas infecciosas. E uma

citocina inflamatoria, produzida por fagdcitos mononucleares e células endoteliais vasculares

em resposta a PAMPs e as citocinas IL-1 e TNF-a. Atua estimulando a producdo de leucdcitos,

em especial neutrofilos pela medula dssea, o crescimento e a diferenciacdo de célulasBe T, a

producdo de proteinas de fase aguda pelo figado, além de atuar no sistema nervoso para a

producdo de febre. Essa citocina também age, em conjunto com TGF-, na polarizacdo de

células T CD4+ naive em células efetoras Thl7, que sdo grupos celulares importantes no
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combate de infeccbes, pois produzem a citocina IL-17, a qual estimula a producdo de
substancias antimicrobianas, como as defensinas, e induz o recrutamento de neutrofilos para os
sitios de inflamac&o contribuindo também para a formacao de granulomas maduros (YOSHIDA
etal., 2010; MURPHY, 2014; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Os TLRs ao reconhecerem ligantes microbianos dimerizam e induzem a aproximacao
das caudas citoplasmaticas, permitindo a interacdo do dominio TIR citoplasmatico dos
receptores com as moléculas adaptadoras citoplasmaticas que iniciam a sinalizacdo intracelular,
todos os outros TLRs sdo capazes de sinalizar via MyD88, com excecdo de TLR3 que sinaliza
apenas via TRIF. A partir dai ocorre a ativacdo de diferentes fatores de transcrigdo, como NF-
Kb, AP-1 e os fatores 3 e 7 de resposta do interferon - IRF3 e IRF7. Os fatores de transcri¢éo
NF-xkB e AP-1 estimulam a expressdo génica de citocinas inflamatorias como a IL-6, além de
IL-1 e TNF, enquanto os IRFs induzem a expresséo de genes dos interferons tipo 1 (MURPHY,
2014; ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2015).

A relacdo da IL-6 com a TB tem sido demonstrada ao longo de varias investigacGes.
Um estudo realizado com lavados broncoalveolares de pacientes com TB pulmonar, encontrou
um aumento significativo na liberacdo espontanea de IL-1f3, TNF-a, e IL-6, além do aumento
na expressdo génica dessas proteinas se comparado aos controles negativos (LAW et al., 1996).
Em outros estudos que acompanharam os componentes imuno-enddcrinos da TB, mostrou-se a
elevada concentragcdo plasmaética de IL-6 e IFN-y, correlacionando-se esses aumentos com 0s
efeitos enddcrinos encontrados nesses pacientes, como 0 aumento das concentragdes de cortisol
e de hormonios tireoidianos, pelo efeito dessas citocinas no eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal
(BOTTASSO et al., 2007).

A relagdo da IL-6 com a imunopatogénese da TB ja foi demonstrado em alguns estudos.
Ratos infectados com M. tuberculosis e posteriormente tratados com anticorpos neutralizantes
anti-1L-6, tiveram prejuizos na aquisicdo de atividade tuberculostatica a longo prazo
(APPELBERG, 1994), ja a deficiéncia da Interleucina-6 em camundongos (IL-6-/-), levou-os
a maior suscetibilidade a TB, bem como a alta taxa de mortalidade dos animais (LADEL et al.,
1997).

Embora os mecanismos imunogénicos envolvidos na agdo da IL-6 para a protecdo
contra TB sejam diversos, o efeito dessa citocina na producdo de neutréfilos, bem como seu
papel na diferenciacao de células T naive em efetoras Th17, pode indicar um dos caminhos para
seu papel protetivo, através de citocinas relacionadas ao padrao de resposta Th17 que acabam

induzindo respostas inflamatorias ricas em polimorfonucleares, que, por sua vez,
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desempenham um papel fundamental na regulacéo inicial e formacédo dos granulomas (SEILER
et al., 2003; TORRADO; COOPER, 2010).

Polimorfismos nos genes que codificam a IL-6 também evidenciam o papel dessa
citocina no controle da infecgéo pelo M. tuberculosis, por exemplo, a variante rs1800795 de
IL-6 esta relacionado com o decréscimo no risco de desenvolvimento da TB em geral, e, em
uma estratificacdo por populacgdes, essa reducdo no risco esteve mais associado a populacéo
asiatica (MAO et al., 2015). Outro polimorfismo de IL-6, rs1800796, mostrou-se associada a

reducdo do risco de TB em asiaticos e latinos (WANG et al., 2017).

O efeito imune protetivo contra a TB € composto de varios mecanismos celulares e
moleculares, e tem uma caracteristica paradoxal, pois, a0 mesmo tempo que protege contra a
progressao da doenca, também pode apresentar efeitos deletérios pela hiper-reatividade imune,
gerando danos teciduais e sistémicos. A concentracdo elevada de IL-6 em pacientes de TB, com
extensa leséo do tecido pulmonar, por exemplo, se mostrou um importante parametro associado
a exacerbacdo aguda (OH et al., 2018). A elevacdo da concentracdo plasmatica de IL-6, e da
proteina C reativa (um dos produtos da acdo da IL-6), também se mostraram um importante
biomarcador para a progressdo da sindrome inflamatoria da reconstituicdo imune associada a
TB em pacientes coinfectados pelo HIV (NARENDRAN et al., 2013).

2.8 Imunidade adaptativa na TB

Apos a infeccdo primaria pelo bacilo e as respostas iniciais dos macréfagos, as células
dendriticas que internalizaram os bacilos no pulméo migram para os linfonodos de drenagem,
para a apresentacdo dos antigenos as células T e, consequentemente, realizam a ligacdo entre a
imunidade inata a adaptativa, tal funcdo ¢é essencial para a ativacdo de células T CD4+ e CD8+
naive.

A resposta adaptativa comeca a ser produzida apés 3 a 8 semanas apos a infeccéo
primaria e € fundamental para conter a multiplicacdo do bacilo e manutencdo do estado de
laténcia, pois os linfocitos também fazem parte dos granulomas que isolam os bacilos, se
encontrando na camada mais externa. Ainda que ap6s o estabelecimento da imunidade
adaptativa o bacilo ndo seja eliminado, o controle da infeccéo por parte dos linfocitos ativados
é extremamente importante, pois a acdo coordenada entre linfocitos T CD4+ que produzem
respostas Th1l, com liberacdo da citocina IFN-y, e os macrofagos, que tém a sua atividade
fagocitica potencializada por essa citocina, atuam de modo a garantir a baixa proliferacdo dos
bacilos e a prevengéo do surgimento da doenca ativa, de modo que deficiéncia na produgéo do



34

IFN-y, por exemplo, € um fator de risco para o desenvolvimento da TB (BARBER-MAYER,;
BARBER, 2015; JASENOSKY et al., 2015).

A diferenciacdo de linfécitos auxiliares para o subgrupo de células Thl ocorre a partir
do reconhecimento dos PAMPs do bacilo pelos PRRs de macrofagos, células dendriticas e
células NK. Essas células da imunidade inata produzem citocinas como IL-12 e IFN-y, as quais
atuam nos linfocitos T CD4+, ativando os fatores de transcricdo T-bet, STAT1 e STAT4 que
induzem a produgdo de IFN- y por parte dos linfécitos, conduzindo a diferenciagdo das células
imaturas ao fendtipo Thl. O IFN-y produzido pelos linfécitos também atuam de forma
autdcrina, amplificando a resposta e promovendo uma expansdo clonal do fenotipo Thl. O
linfécito diferenciado também passa a expressar em sua superficie CD40L, que atua em sinergia
com o IFN-y na ativacdo de macrofagos, que comegcam a produzir de maneira mais acentuada
espécies reativas de oxigénio, 0xido nitrico e enzimas lisossomais. Ocorre entdo a fusdo dos
lisossomos com os fagossomos contendo as bactérias internalizadas, permitindo a destrui¢éo
do patogeno. Essa interacao entre as células Thl e os macrofagos também induz o aumento da
expressdo de MHC classe 11, moléculas B7 e CD40, potencializando o papel dessas células na
apresentacdo de antigenos para os linfécitos (MURPHY, 2014; ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2015).

Essa retroativacdo de macrofagos contendo micobactérias internalizadas e linfdcitos
Th1, constitui-se em um dos principais mecanismos e contencdo da progresséo da infeccao por
M. tuberculosis através da formacéo dos granulomas (MURPHY, 2014). Ratos knock out para
a citocina IFN-y e para a enzima NOS2, por exemplo, tiveram um tempo de sobrevida
significativamente menor em relacdo a ratos wild type durante a infec¢do por M. tuberculosis
(MOGUES et al., 2001). Outros estudos envolvendo a IL-12, que €é a citocina mais potente na
inducdo do perfil celular Thl, mostraram a importancia dessa citocina para a producdo de
respostas imunes eficientes no controle da TB (LYADOVA; PANTELEEV, 2015), por
exemplo, ratos e knock out para a subunidade p40 da IL-12, infectados com M. tuberculosis,
mostraram-se menos habeis na producdo de IFN-y bem como no controle do crescimento
bacteriano (COOPER et al., 1997).

Estudos recentes, no entanto, tém apresentado resultados que se opdem a esse
paradigma: no qual células Th1l produzem IFN-y, levando & ativagdo de macrofagos e entdo a
eliminacdo do bacilo. A falta de correlagdo entre o grau de protecdo e os niveis de IFN-y ja
foram verificados em alguns estudos. Camundongos BALB/C, embora tenham produzido uma

resposta Thl aumentada frente a imunizacdo pela BCG, com maiores niveis de IFN-y,
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apresentaram o mesmo nivel de protecdo imune que os camundongos C57BL/6, cuja producdo
da citocina IL-10 foi mais acentuada (GARCIA-PELAYO et al., 2015).

Uma outra investigacdo mostrou que células T deficientes em IFN-y reduziram as cargas
bacterianas, ndo havendo diferenca significativa na capacidade das células wild type e das
células com deficiéncia de IFN-y no controle do crescimento de M. tuberculosis. Indicando que
células T CD4+ tém vias efetivas de controle da infeccdo pelo bacilo da TB que séo
independentes de IFN-y (GALLEGOS et al., 2011).

Além da resposta Thl, a resposta Th2 também exerce um papel importante na resposta
imune contra TB. Inicialmente essa resposta parecia ser deletéria na contencdo da TB, pois as
citocinas Th2 induzem a ativacdo alternativa de macrofagos, que estdo mais relacionados ao
reparo tecidual que as atividades microbicidas dos macrofagos classicamente ativados pela acédo
do IFN-y. A IL-4 estimula a producdo de IL-10 e TGF-B pelos macrofagos alternativamente
ativados, que sdo citocinas inibidoras das atividades microbicidas do perfil Thl, como a
fagocitose, além da reducdo da apoptose mediada por TNF-a das células infectadas, atividade
reduzida da iNOS, aumento da disponibilidade de ferro para M. tuberculosis no meio
intracelular, e aumento da proliferacdo de células T reguladoras. A IL-4 também estimula a

fibrose pulmonar, contribuindo para a imunopatogénese (ROOK, 2007).

Apesar dessa visdo antagbnica entre as respostas Th1l e Th2, uma visdo mais abrangente
dos mecanismos envolvidos nessas diferentes respostas permite notar que ha também uma
possivel sinergia entre elas. As citocinas da resposta Th2, IL-4, a IL-5 e a IL-13, atuam nas
células B, estimulando a produgdo de anticorpos como IgA, IgE e alguns isotipos de IgG,
possuindo assim um perfil de resposta humoral (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). A
atuacao sinérgica entre esse perfil humoral, e o perfil mediado por células gerado pela resposta
Th1 pode ser notada no estudo de coorte envolvendo pacientes com TB, seus contatos proximos,
e controles da comunidade (sem evidéncia clinica de TB e sem exposicao a M. tuberculosis) de
uma area endémica. Foi encontrada uma alta prevaléncia tanto do anticorpo IgA (um importante
anticorpo na defesa das mucosas, como o trato respiratorio e o trato gastrointestinal), especifico
para o antigeno da superficie micobacteriana HBHA (Heparin-binding hemagglutinin), quanto
de IFN-y nos controles e nos contatos, e uma concentragdo menor desses elementos nos
pacientes com TB, sugerindo-se que esse seria um mecanismo de acdo conjunta entre Thl e
Th2 na resposta protetora contra a infeccao pelo M. tuberculosis (BELAY et al., 2016; ABEBE,
2019).
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As respostas geradas pelo perfil de células Th1l7 estdo majoritariamente associadas a
contencdo de bactérias extracelulares, pois a citocina IL-17, que é a principal interleucina
produzida nesse tipo de resposta, estimula o recrutamento de neutréfilos e a producdo de
defensinas. Apesar disso, investigacdes vém sugerindo o papel das células Th17, da IL-17 e da
IL-23 na contencéo de infec¢Bes por patdgenos intracelulares também. Em um estudo, o uso de
uma vacina molecular para induzir células T CD4+ de longa duracdo, e epitopo-especifica,
gerou uma populacdo de células T, produtoras de IL-17 e dependentes de IL-23, que se
estabeleceram nos pulmdes de camundongo, entdo, apds exposicdo ao M. tuberculosis, foi
produzida uma resposta mediada por IFN-y, essencial para o controle da infec¢cdo (KHADER
et al., 2007).

Camundongos deficientes em IL-17A, também apresentaram prejuizo no controle da
infeccdo por M. tuberculosis, pois a formacdo de granulomas maduros tornou-se prejudicada
(YOSHIDA et al., 2010). Um outro estudo também demonstrou o papel da IL-17 na resposta
imune protetora inicial contra a cepa de M. tuberculosis HN878, pertencente ao grupo W-

Beijing, ao propiciar a ativacao de macrdfagos e o controle do bacilo (GOPAL et al., 2014).

Embora sejam evidentes as fungdes dos macrofagos e dos neutrofilos (que séo as células
efetoras da imunidade inata do eixo de respostas Thl e Th17, respectivamente) como sinérgicas
e colaborativas na contencdo de diversos patdgenos (SILVA, 2010a; SILVA, 2010b),
reconhecendo-se, inclusive, o papel dos neutréfilos no combate ao M. tuberculosis, auxiliando,
por exemplo, na formacdo dos granulomas (PEDROSA et al., 2000; SEILER et al., 2003;
YOSHIDA et al., 2010), deve-se levar em consideracdo também que as respostas das células
Th17 j& foram associadas a progressdo da doenca e a imunopatologia da TB, principalmente
pela promocao de uma resposta inflamatoria rica em neutrofilos. Uma possibilidade é que as
células Th17 atuem em diferentes estagios da infeccdo pelo M. tuberculosis, propiciando uma
resposta mais protetora nos estagios iniciais da doenca, e mais patologica nos estagios mais
avancados (LYADOVA; PANTELEEYV, 2015).

A funcdo das células T CD4+ tem sido extensivamente estudada no contexto de TB, e a
importancia do papel dessas células no controle da infeccdo pelo M. tuberculosis ja
estabelecida, no entanto, o conhecimento cientifico acerca do papel das células T CD8+ ainda
estd sendo construido. Em um modelo murino, foi verificado que o controle da TB latente é
dependente de células T CD8+, e a deplecdo dessa populacdo celular aumentou a carga
bacteriana no pulm@o dos animais (VAN PINXTEREN et al., 2000).



37

Em macacos Rhesus, a deplecdo de células T CD8+ levou a uma diminuicdo
significativa da imunidade contra a TB induzida pela BCG em primatas vacinados, além da
perda de imunidade anti-TB frente a reinfec¢do por M. tuberculosis, em macacos previamente
infectados com o bacilo e curados por antibioticoterapia (CHEN et al., 2009). Esses e outros
achados apontam para a necessidade de se focar também na inducgdo de respostas citotoxicas
por células T CD8+ no planejamento de futuras vacinas que produzam respostas eficientes na
contencdo da infeccdo por M. tuberculosis (LIN; FLYNN, 2015).

A coordenacéo entre a imunidade inata e a adaptativa envolve muitos aspectos, desde
fatores genéticos e bioquimicos do hospedeiro, quanto do microrganismo. A necessidade do
reconhecimento de um patdgeno pela resposta imune inata existe, ndo apenas para que haja a
contencdo de um patdgeno antes do desenvolvimento de uma imunidade adaptativa e
especializada que demora mais tempo para ser produzida, mas também, a imunidade inata é
fundamental para gerar os sinais que ativam a imunidade adaptativa, a qual permite o

desenvolvimento de memoria imunoldgica e leva ao combate dos agentes infecciosos.

Dada a complexidade dessa cascata, variagdes genéticas individuais, como variantes de
base Unica (SNV) nos genes envolvidos nas sinteses de receptores e moléculas pro-
inflamatorias, podem interferir no sentido de promover aumento da protecdo ou da
suscetibilidade contra a TB, ao conferir alteragdes estruturais na conformacéo das proteinas e
consequentemente na interagdo ligante-receptor, ou ainda na regulacdo da expressao dessas
proteinas. Em se tratando dos TLRs, muitos estudos tém mostrado resultados divergentes em
populacbes distintas, de modo que as diferencas genéticas nas populacfes investigadas
precisam ser consideradas ao se inferir se determinada variante génica apresenta qualquer

associacao com efeito de suscetibilidade ou resisténcia a TB.

Desse modo, o presente estudo tem como objetivo avaliar a frequéncia de variantes de
base Unica presentes em genes que codificam para TLR1 e TLR9 em pacientes com tuberculose
pulmonar na cidade de Manaus, e também verificar se ha associacdo das variantes génicas com
a resisténcia ou suscetibilidade a TB. Além disso, pretende-se avaliar se as variantes dos TLR1

e TLR9 podem estar relacionadas a concentracao da citocina IL-6 nos pacientes de TB.
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3. JUSTIFICATIVA

A TB é uma doenca infectocontagiosa causada por micobactérias do Complexo
Mycobacterium tuberculosis, e continua sendo um grave problema de satde publica no mundo,
inclusive no Brasil, que figura entre os 30 paises com as maiores cargas da doenca segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (2020). No Amazonas 0s registros também sdo preocupantes,

pois o estado € o lider em incidéncia de TB no pais (BRASIL, 2021).

Apesar do numeros de doentes e de obitos significativos e constantes, tornando a TB
um necessario campo de estudo cientifico, muitos aspectos da doenca ainda carecem de
elucidacdo, como os fatores imunogenéticos individuais do hospedeiro, que podem contribuir
nas respostas contra M. tuberculosis, que vdo desde a eliminacdo da micobactéria pelos
mecanismos efetores da imunidade inata, como a fagocitose realizada pelos macréfagos, até o
estabelecimento de uma infeccdo priméaria pelo patdgeno, que mesmo com os refinados
mecanismos da imunidade adaptativa, consegue evadir e permanecer em laténcia, aguardando
qualquer desequilibrio na resposta imune do hospedeiro, para que possa multiplicar-se e

estabelecer doenca ativa.

A avaliacdo dessas variacbes moleculares individuais, e das suas consequentes
alteracdes bioquimicas e funcionais, ajudam a entender melhor o papel dos ligantes e dos
receptores envolvidos nas cascatas imunoldgicas que geram as mais diversas respostas contra
0s patdgenos. Pesa-se nessa balanca os aspectos populacionais, que sdo muito importantes e
precisam ser considerados para que sejam feitas as devidas estratificacbes nas andlises
realizadas, visto que as varia¢Ges imunogenéticas sdo herdadas e desse modo, estudos que
auxiliam a entender os diferentes fatores moleculares envolvidos na patogénese das doencas,
ajudam a entender as diferentes respostas que cada grupo populacional pode apresentar em face

de determinados patdgenos, como M. tuberculosis.

Neste passo, investigar as variantes dos genes dos receptores semelhantes a Toll, os
TLRs, como os genes de TLR1 e TLR9, podem contribuir para o melhor entendimento dos
mecanismos imunoldgicos envolvidos na resposta inata inicial contra o bacilo da TB. Além
disso, permite determinar as frequéncias dos SNVs de TLR1 e TLR9 e investigar se estas
variantes imunogenéticas podem estar associadas a protecdo ou risco a doenca, bem como se
estdo relacionadas com as concentragdes da IL-6, citocina importante na resposta inflamatéria
da TB.

A variante escolhida de TLR1 para ser analisada foi rs5743618, uma variante missense,

cuja relacdo com a TB tem sido estuada por diversos grupos. O gendtipo heterozigoto dessa
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variante ja foi associada com a TB multibacilar em individuos recrutados na cidade de Manaus
(BARLETTA-NAVECA et al., 2018). Outro estudo identificou o alelo G dessa variante
associada ao risco de desenvolver TB em criancas chinesas (QI et al., 2015), ao passo que o0
alelo T foi associado ao risco aumentado de desenvolvimento de TB em individuos hispanicos
e sul-africanos (MA et al., 2007).

Para TLR9 foi selecionada a variante intrénica rs187084, cuja localizacdo na regiao
promotora do gene tem sido associada a uma série de doencas infecciosas e de ordem
imunolégica (POTHLICHET; QUINTANA-MURCI, 2013). O alelo C dessa variante
apresentou associagdo com aumento da vulnerabilidade & TB em individuos recrutados na india
(BHARTI et al., 2014). O alelo C também foi associado ao risco de desenvolvimento de TB
ativa a partir de TB latente em individuos chineses (WANG et al., 2018).

Hipdtese nula (HO): N&o ha associacéo entre as variantes génicas estudadas de TLR1 e

TLR9 com o desenvolvimento de tuberculose pulmonar.

Hipotese alternativa (H1): A presenca de variantes génicas rs5743618 em TLR1 ou
rs187084 em TLR9 estdo associadas ao risco ou prote¢do no desenvolvimento de tuberculose

pulmonar.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar a frequéncia dos polimorfismos dos genes de receptores semelhantes a Toll (TLR) em

pacientes com tuberculose pulmonar.
4.2 Objetivos especificos

a) Estimar a frequéncia das variantes de base unica rs5743618 de TLR1 e rs187084 de
TLR9 em pacientes com TB pulmonar e em controles saudaveis.

b) Auvaliar se existe associa¢do dos SNV de TLR1 e TLR9 com a tuberculose pulmonar.

c) Verificar se as variantes dos genes de TLR1 e TLR9 estdo relacionados as concentracdes

de IL-6, no plasma de pacientes com TB e controles.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1 Tipo de Estudo

O presente estudo é caso/controle que visa avaliar se as variantes de base Unica (SNV), nos

genes de TLR1 e TLR9 estéo associados com TB pulmonar.
5.2 Populacéo de Estudo

Para a realizacdo deste projeto foram selecionados individuos residentes em Manaus ou em
outros municipios da regido Norte, de ambos 0s sexos, com idade entre 18 e 60 anos. Dentre
estes individuos, foram incluidos pacientes com tuberculose pulmonar e contatos (controles)
recrutados na Policlinica Cardoso Fontes. Os contatos sdo 0s acompanhantes dos pacientes de

TB, individuos que convivem com esses pacientes e funcionarios da Fundacdo Cardoso Fontes.
5.3 Critérios de Incluséo
a) Pacientes com Tuberculose pulmonar

Os pacientes com TB pulmonar sdo os sintomaticos respiratorios, com resultados positivos
“Mycobacterium tuberculosis detectavel” para o Teste Rapido Molecular (TRM, GeneXpert
MTB/RIF), ou pacientes que tiverem 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).
b) Contatos saudaveis (controles)

Os contatos sdo os individuos que convivem com os pacientes com TBP, ou que acompanham
0s mesmos por ocasido do diagnostico laboratorial ou tratamento na referida policlinica, sem
parentesco consanguineo, bem como os profissionais de salde que fazem o atendimento aos
pacientes de TB pulmonar. Os contatos devem ser negativos para M. tuberculosis nos exames

diagndsticos.
5.4 Critérios de exclusao

Os pacientes com TB que apresentaram outras comorbidades: cancer, Aids, hepatites e doengas
autoimunes, bem como os individuos HIV positivos, gestantes, transplantados ou que estavam

fazendo uso de algum imunorregulador ndo foram incluidos no projeto.

Pacientes que tiveram resultados de cultivo com identificacdo de micobactérias ndo causadoras
de TB (NTM) também foram excluidos.
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Pacientes diagnosticados com TB (por exames clinicos e de imagens), mas que no decorrer da

execucdo do projeto ndo responderam aos medicamentos para o tratamento de TB.

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

baciloscopia e/ou cultivo positivo para M. tuberculosis.
5.5 Recrutamento dos pacientes

O recrutamento dos pacientes com tuberculose pulmonar e contatos foi realizado na Policlinica
Cardoso Fontes, na cidade de Manaus, entretanto, em decorréncia da suspensao das atividades
na UFAM (Portaria n° 626 GR/UFAM de 13/03/2020 e Decisdo ad referendum n°
01/2020/CONSUNI/UFAM de 26/03/2020) e dos servi¢os ndo-essenciais nas policlinicas do
estado desde 23 de marco de 2020 (NOTA TECNICA 001/2020 - SEAASC/SUSAM) em
funcdo da pandemia de COVID-19, foram usadas amostras do biorrepositorio do projeto

aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (Anexo 1).

A abordagem dos pacientes e contatos incluidos foi realizada no setor de Aprazamento 1, local
onde os pacientes recebem rotineiramente as orientacGes sobre o tratamento da TB e a
autorizacdo para retirada dos medicamentos. Os pacientes e contatos foram convidados a
participar do projeto e aqueles cujo consentimento foi aceito, forneceu-se a explicagéo e
esclarecimentos sobre a pesquisa e posterior coleta dos dados. As coletas das amostras foram
realizadas em ambientes adequados para cada procedimento e sempre com a autorizacdo dos

participantes.

Os contatos na maioria dos casos sdo 0s acompanhantes dos pacientes e estes foram convidados
a participar do projeto, antes ou ap0s a entrevista com 0s pacientes de TBP no setor de

Aprazamento 1 da Policlinica Cardoso Fontes.
5.6 Selecdo dos pacientes e contatos

A inclusdo dos pacientes e contatos foi pela técnica de amostragem aleatdria sistematica,
determinada por um intervalo de tempo. O setor de Aprazamento 1 da Policlinica Cardoso
Fontes realiza normalmente atendimentos das 8:00 as 17:00 horas (de segunda a sexta-feira), O
intervalo da entrevista foi de aproximadamente 30 minutos. Neste passo, o critério adotado foi
entrevistar o primeiro paciente da fila, o qual é convidado a participar da pesquisa, e 0 proximo

paciente é atendido ap6s o intervalo de tempo.
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5.7 Célculo amostral

Para definicdo do tamanho da amostra da pesquisa, foi realizado um calculo aproximado
baseado nas frequéncias dos polimorfismos genéticos de aproximadamente 10%. O programa
Gpower versdo 3.1 foi utilizado e adotou-se o valor de o= 0,05 (5%), p = 0,1 (10%), poder da
amostra de 0,95. O resultado do nimero amostral foi de 404 individuos com TB e 404 controles

(contatos).
5.8 Amostras biologicas

As amostras de escarro e sangue total (5mL) foram coletadas em local ou salas apropriadas da
Policlinica Cardoso Fontes. Nesta policlinica, as amostras de escarro foram analisadas por
exames rotineiros como a Baciloscopia direta e/ou TRM (GeneXpert MTB/RIf). Para esta
pesquisa foi solicitada também ao paciente e seu contato amostras de escarro que Sao
encaminhadas ao laboratério de Micobacteriologia do Instituto de Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA) para cultura de micobactérias. As amostras de sangue coletadas na
Policlinica Cardoso Fontes foram encaminhadas ao Laboratério de Imunologia Molecular
(L1M), do Instituto de Ciéncias Bioldgicas/ICB da Universidade Federal do Amazonas.

5.9 Exames micobacterioldgicos nas amostras de escarro

As amostras de escarro 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). O cultivo foi realizado, segundo
a metodologia de Salem et al. (2007), pelo método PKO (Petroff, Kudoh e Ogawa). A
identificacdo de M. tuberculosis foi feita por PCR utilizando primers especificos para o
elemento de insercdo 1S6110 (HERMANS et al., 1990; VAN EMBDEN et al., 1993).

5.10 Processamento das amostras de sangue

Foram coletados 5 mL de sangue periférico em tubos contendo EDTA (anticoagulante). Estas
amostras foram imediatamente registradas e codificadas no LIM, em seguida centrifugadas para
separacdo e armazenamento a -20°C do plasma. A camada de leucdcitos foi coletada para
extracdo de DNA.

5.11 Critérios de selecdo dos SNVs

Foram selecionados SNVs rs5743618 e rs187084 pois apresentam frequéncia superior a 10%

na populagdo das américas segundo a plataforma Ensembl (https://www.ensembl.org/). Além

disso, optou-se por utilizar essas variantes ja que apresentam estudos disponiveis na literatura


https://www.ensembl.org/
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quanto a sua funcionalidade tanto na TB quanto em outras doencas, para fins de comparacéo e
discussdo de resultados. Por fim, foram selecionados estes SNVs pois também apresentaram

resultados promissores em outros estudos realizados por este grupo de pesquisa.
5.12 Extracao de DNA a partir da amostra de sangue

Apos centrifugacdo da amostra de sangue, foi coletada a camada de leucdcitos para extracao de
DNA que foi feita pela metodologia descrita por Gustincich et al. (1991) com modificacGes,
baseada na precipitacdo do DNA por sais de brometo de tetrametilamodnio (DTAB/CTAB). As
amostras de DNA foram quantificadas em espectrofotometro de luz UV e armazenadas a -20
°C no LIM/ICB/UFAM em tubos de polipropileno, devidamente codificados e datados até o

momento do uso.

5.12 Ensaios de Genotipagem de TLR1 e TLR9 por PCR Quantitativa em Tempo Real

(QPCR) — Ensaio TagMan e/ou sequenciamento

O ensaio de genotipagem dos polimorfismos 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 sondas fluorescentes de hidrélise TagMan com sequéncias alelo-

especificas, as quais permitem a genotipagem de individuos para um SNP especifico.

Os ensaios foram realizados em placas de 96 pogos, incluindo-se para maior seguranga nos
resultados um controle negativo constituido do mix da reacdo e agua Milli-Q®, além de dois
controles homozigotos para cada alelo e um heterozigoto. As condic¢des de preparo do mix das
reacdes de gPCR se encontram no quadro 1, e as caracteristicas das sondas utilizadas se

encontram no quadro 2.

Quadro 1. Condig¢des do mix utilizado nas reacdes de gPCR para genotipagem de TLR1 e TLR9

Reagentes Concentragdo | Volume para 1 reacao (pl)
TagMan Genotyping Master Mix 2x 0,6x 3
Sonda TagMan® SNP Genotyping 20x 1x 0,5
H-O ultrapura - 6,5
VOLUME FINAL DO MIX - 10
DNA adicionado 50ng/ulL 2
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Quadro 2. Caracteristica das sondas utilizadas no experimento

Gene Posi¢édo no SNV Tipo de Sequéncia da sonda 5“-[VIC/FAM]-3*
Cromossomo SNV
TLR1 4:38797027 | rs5743618 | Mutacio | GAGATACCAGGGCAGATCCAAGTAG[C/A]
missense | TGCAGAGGGAGGTCACAGTCACAGC
TLR9 3:52227015 rs187084 intron | TCCCCTGCTGGAATGTCAGCTTCTT[A/G]
AGGGCAGTGATCTTTTATCTGCATC

Para TLR1 (VIC-alelo C / FAM-alelo A), a sonda marcada com fluor6foro FAM indica o alelo alternativo A e a
sonda marcada com o fluoréforo VIC indica o alelo referéncia C. Para TLR9 (VIC-alelo A/ FAM-alelo G), a sonda

marcada com fluor6foro FAM indica o alelo alternativo G e a sonda marcada com o fluoréforo VIC indica o alelo
referéncia A.

5.13 Quantificacdo de IL-6 por ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

A quantificacdo da IL-6 foi realizada por ELISA, utilizando-se 100 uL da amostra de plasmas
sanguineos dos pacientes e controles. Para o ensaio de ELISA foi utilizado o kit comercial da
R&D e foi realizado conforme as instrucdes do fabricante. A leitura foi realizada no
espectrofotdbmetro de placas da BioRad com filtro de 450 nm. Os resultados foram expressos

em densidade Otica e, posteriormente, convertidos em pg/mL.
5.14 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos das frequéncias dos polimorfismos, na populacdo investigada, foram
testados para o equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) avaliada através do programa Haploview.
As analises de associacdo de geno6tipos e doenca foram realizadas por regresséo logistica, e para
estes testes foram empregados o software estatistico R, verséo 3.4.3, (www.r-project.org) junto
0 pacote “SNPassoc”, versdo 1.9-2. A andlise de associacdo dos alelos com a doenca foi
realizada por teste de qui-quadrado (x?) utilizando-se 0 GrahPadPrism® (versio 7.0).

Para as analises das concentracdes de citocinas e gendtipos foram aplicadas o teste de Analise
de Variancia ndo paramétrico, empregando o programa GrahPadPrism® (versdo 7.0). O nivel

de significancia foi de p<0,05, com o intervalo de confianca de 95%.
5.15 Aspectos Eticos

Este projeto de mestrado estd vinculado ao projeto: “Avaliacdo de Polimorfismos genéticos
relacionados a resposta imunoldgica na tuberculose”, aprovado no Comité de ética para
pesquisa (CEP) envolvendo seres humanos da UFAM, aprovado em 25 de agosto de 2019.
CAAE: 19021519.9.0000.5020; n°. Numero do Parecer: 3.530.854 (anexo 1).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Caracteristicas gerais da populacdo estudada

Nesta pesquisa foram inseridos 723 participantes divididos em dois grupos: o grupo de
pacientes com tuberculose pulmonar contendo 320 individuos e o grupo controle com 403
individuos. Em decorréncia da pandemia da COVID-19 e da consequente suspensdo das coletas
na Fundacdo Cardoso Fontes, foi preciso utilizar amostras do biorrepositdrio do Laboratério de
Imunologia Molecular do ICB-UFAM, dentre as quais haviam algumas sem todos os dados

disponiveis (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas gerais dos grupos estudados e resultados de associacdo dos caracteres

avaliados com o desenvolvimento de TBP.

Caracteristicas Controles Pacientes TBP OR 95% ClI p-valor
(n=393) (n=315)

Idade (anos) (média+DP) 32.5+12.8 39.8+14.7 - - < 0.0001
Sexo
Masculino 212 (53.94%) 188 (59.68) 1.26 0.93-1.70 0.1459
Feminino 181 (46.06%) 127 (40.32)
Tabagismo n=211 n=214
Sim 21 (9.95%) 50 (23.36%) 2.76 1.59-4.89 0.0003
Néo 190 (90.05%) 164 (76.64%)
Etilismo n=187 n=176
Sim 42 (22.46%) 60 (34.09%) 1.79 1.12-2.83 0.0189
N&o 145 (77.54%) 116 (65.91%)
Vacina BCG n=239 n=263
Sim 230 (96.23%) 225 (85.55%) 0.23 0.11-0.48 <0.0001
NZo 9 (3.77%) 38 (14.45%)

o teste t de Student foi usado para comparacdo das médias de idade. Para associagdo de TBP
com sexo, tabagismo, etilismo e vacina BCG foi aplicado o teste chi-quadrado com correcéo de

Yates utilizando-se 0 GrahPadPrism® (verséo 7.0).

A média de idade para o grupo de pacientes foi de 39.8 anos enquanto para 0 grupo
controle foi de 32.5 anos. Tanto no grupo controle quanto no grupo de pacientes com TBP, a
maioria dos individuos é do sexo masculino (53.94% e 59.68% respectivamente), porém nao
foi encontrada associacdo entre o sexo dos participantes e o desenvolvimento de TBP no
presente estudo. A tuberculose pulmonar pode acometer individuos de quaisquer sexo e idade,

no entanto a maioria dos casos acontece em individuos adultos e do sexo masculino, onde 56%
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dos casos diagnosticados em 2019 foram registrados em homens adultos, ao passo que 32%

foram em mulheres, e apenas 12% em criangas (OMS, 2020).

Pesquisas cientificas ttm demonstrado a maior prevaléncia da doenca entre os homens,
alguns fatores podem explicar esse dado, como a maior ocorréncia de préaticas de risco a TBP
em homens, como tabagismo e alcoolismo (MARCOA et al., 2018), algumas questdes
comportamentais como uma maior tendéncia de pessoas do sexo masculino em negligenciar
aspectos de cuidado a prdpria saide (JOHANSSON et al., 2000), e também fatores genéticos
que influenciam na modulacdo da resposta imune frente ao MTB, muitos dos quais ainda
carecem de elucidagdo (SCHURZ et al., 2019). Tudo isso pode contribuir para a proporcao de
1.6 homens diagnosticados com TB para cada caso diagnosticado em mulheres no mundo ao
longo de 2019 (OMS, 2020).

Embora os dados obtidos no presente estudo ndo tenham indicado associacdo entre o
sexo dos participantes e TBP, ndo se pode a partir disso aferir que essa associacdo de fato ndo
ocorra, dado que evidéncias cientificas tém sido acumuladas no sentido de apontar as variaveis
ligadas ao sexo, ndo somente as bioldgicas, mas também aquelas socioculturais que estdo
atreladas aos papeis de género prevalentes na nossa sociedade, com 0 maior risco de
desenvolver a doenca, j& que a maioria dos diagnosticados e das vitimas fatais da TBP sdo
homens adultos (DIWAN; THORSON, 1999; BEN JMAA et al., 2020; OMS, 2020), logo, a
auséncia de associacdo vista neste trabalho, pode ter ocorrido em funcdo do recrutamento

pareado dos participantes do estudo.

Quanto ao tabagismo, a maioria dos individuos que declararam fazer uso de cigarros de
nicotina é do grupo de pacientes (23,36% dos pacientes com TBP ante 9,95% dos individuos
controle) sendo observada uma possivel associacdo do tabagismo com o risco de
desenvolvimento de TBP. Em relacdo ao etilismo, 22.46% dos individuos controle declararam
consumir bebida alcodlica, enquanto 34.09% dos pacientes declararam o uso, permitindo

encontrar possivel efeito de risco do consumo de alcool para o desenvolvimento de TBP.

Fatores comportamentais como o consumo de alcool e o uso de cigarros estdo
amplamente associados & tuberculose na literatura. Um estudo realizado na india envolvendo
413 pacientes com tuberculose, identificou 322 (78%) individuos que afirmaram ser fumantes,
e 319 (77%) que afirmaram consumir bebida alcodlica (NAVYA et al., 2019). No Amazonas,
um estudo identificou uma forte associacao entre o fumo (p< 0.0001; OR= 6.55; 95%Cl= 3.2—
13.6) e desordens no consumo de alcool (p< 0.0001; OR= 7.14; 95%CI= 3.7-13.9;) com 0
desenvolvimento de TBP (BARLETTA-NAVECA et al.,, 2016). Outro estudo brasileiro
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encontrou ndo somente associa¢ao do consumo de elevadas doses de alcool (p=0.000002; OR=
6.11; 95%ClI= 2.82-13.26), e do tabagismo excessivo (10 ou mais cigarros por dia) (p= 0.001,
OR= 3.73; 95%ClI= 1.38-10.03) com TB, como também encontrou a associa¢do com risco de
desenvolver a doenca entre individuos que sofrem com o abuso de drogas ilicitas como o crack
(SILVA et al., 2017). Desse modo, sugere-se que as campanhas de prevencao e tratamento da
tuberculose, possam incluir também a prevencdo ao abuso de alcool, cigarro e outras drogas, a
fim de que comportamentos mais saudaveis na populagdo possam impactar positivamente 0s
indices de ocorréncia da TB (SILVA et al., 2017; NAVYA et al., 2019).

Embora o mecanismo pelo qual o tabagismo cause predisposi¢do & TBP ainda ndo esteja
completamente elucidado, algumas evidéncias apontam que o consumo de cigarro pode levar
ao aumento do recrutamento de macrdfagos, ao aumento da inflamacéo no tecido epitelial do
pulméo, aumentando a producdo de muco, e prejudicando o clearance mucociliar, 0 que pode
contribuir para ocorréncia de infec¢des (STRZELAK et al., 2018), embora ocorra aumento da
presenca de macrofagos em individuos expostos ao fumo, tais células podem ter seus efeitos
antimicrobianos prejudicados, uma vez que o tabagismo pode prejudicar a fusdo do fagossomo
e do lisossomo, além de macrdfagos de individuos fumantes apresentarem polarizacdo para o
perfil M2, que tem menor capacidade de eliminar patégenos (SHAYKHIEV et al., 2009; CHAN
etal., 2014).

Quanto ao consumo de alcool, existem evidéncias demonstrando efeito modulador
negativo dessa pratica na resposta imune inata e adaptativa, interferindo na sobrevivéncia e na
funcionalidade de células imunes, além de produzir efeitos pré-inflamatdrios que acarretam em
danos teciduais em 6rgdos. No entanto, tais efeitos moduladores da resposta imune tendem a
ser subclinicos, havendo, portanto, significancia clinica em face de problemas secundarios,
como a infeccdo por M. tuberculosis (SZABO; SAHA, 2015). E de extrema importancia
mencionar que os efeitos, tanto do uso de alcool quanto de cigarros na resposta imune, tendem
a ser dose-dependentes, desse modo, dados referentes a quantidade de cigarros e de bebida
alcodlica consumida pelos participantes do presente estudo permitiria uma avaliagdo mais

precisa acerca dessas variaveis.

Nesta pesquisa, a maioria dos individuos que ndo foram vacinados com a BCG é do
grupo de pacientes com TBP (14.45%), enquanto 3.77% dos individuos controle declararam
ndo ter tomado a vacina, encontrando-se um possivel efeito protetor dessa vacinagdo contra o
desenvolvimento de TBP. Segundo a Sociedade Brasileira de Imunizagéo (2021), a vacina BCG
pode ser aplicada a partir do nascimento até os 5 anos de idade, sua principal indicacdo € a

prevencdo de formas graves de tuberculose, como a meningite tuberculosa e TB miliar, cujo
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efeito protetor em estudos caso-controles realizados é de mais de 50%, entretanto, para formas
gerais de TB, ndo h&a um consenso do efeito dessa vacina, onde estudos clinicos encontram
dados bastante varidveis, de 0% até 80%, desse modo, é dificil atribuir de maneira assertiva
qualquer efeito protetor dessa vacina contra formes leves e moderadas de TB pulmonar
(BARRETO et al., 2006).

Entretanto, considerando-se que a TBP ¢ uma doenga multifatorial e que diversos fatores
sociais, biolégicos, e ambientais podem se somar para definir a maior ou menor susceptibilidade
ao desenvolvimento da doenca, a vacina BCG pode, em conjunto com esses fatores, contribuir
parcialmente para que individuos imunizados possam ter uma protecdo maior contra o

desenvolvimento de TBP.
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6.2 Andlise das variantes génicas de TLR1 e TLR9

Foram genotipadas a variante missense rs5743618 de TLR1 e a variante intronica
rs187084 de TLR9 de 320 amostras de DNA de pacientes com tuberculose pulmonar e 403
amostras de DNA de individuos controle. Na genotipagem da variante rs5743618 (TLR1), oito
amostras de pacientes com TBP (2.5%) e 23 amostras de controles (5.7%) nao amplificaram,
obtendo-se 692 genotipos dessa variante (95.7% das amostras). Na genotipagem da variante
rs187084 (TLR9), 12 amostras de pacientes (3,8%) e 29 amostras de controles (7,2%) nédo
amplificaram, obtendo-se 682 gendtipos (94.3% das amostras). Os gendtipos de cada amostra
de DNA foram definidos segundo as curvas de amplificacdo geradas (figuras 1 e 2), e na figura

3 podem-se visualizar os graficos de distribuicdo alélica obtidos para ambas as variantes

genicas.
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Figura 1. Curvas de amplificacdo geradas para a variante rs5743618 de TLR1: A-Curvas de
amplificacdo de 94 amostras; B-Homozigoto para alelo alternativo (T/T); C-Homozigoto para
alelo referéncia (G/G); D-Heterozigoto (T/C).
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Figura 2. Curvas de amplificacdo gerada para a variante rs187084 do gene TLR9: A-Curvas

de amplificacdo de 94 amostras; B-Homozigoto para alelo alternativo (C/C); C-Homozigoto

para alelo referéncia (T/T); D-Heterozigoto (T/C).
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Figura 3. Grafico da discriminacdo alélica dos polimorfismos estudados nos genes de TLR1

(A) e TLR9 (B). O X’ representa amostra indeterminada, ¢ o quadrado o controle negativo da

reacao.

A partir dos resultados das genotipagens foi possivel realizar as analises de associagdo

com base nos modelos genéticos e as analises de associacdo dos alelos e genotipos de TLR1 e

TLR9. Os grupos controle e de pacientes de ambas as variantes estudadas estavam em equilibrio

de Hardy-Weinberg (quadro 3).

Quadro 3. Avaliagdes do Equilibrio de Hardy Weinberg (p-EHW) dos grupos de controles e

de pacientes para as variantes estudadas..

Variante Controles (p-EHW) Pacientes (p-EHW)
rs5743618 0.0533 0.6183
rs187084 0.9097 0.9035

Ao se considerar 0s genotipos obtidos, sem utilizar as variaveis de ajuste sexo e idade,

observou-se um possivel efeito protetor do genotipo G/G da variante rs5743618 contra TBP
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nos modelos genéticos codominante (p= 0.042; OR= 0.48; 95%CI= 0.26-0.89), recessivo (p=
0.028; OR= 0.52; 95%CI= 0.28-0.95) e log-aditivo (p=0.017; OR= 0.75; 95%CI= 0.59-0.95)
(tabela 2). Ao passo que para a variante de TLR9 rs187084 nao houve diferencgas significativas
nas distribuicbes genotipicas entre os grupos controle e de pacientes, ndo sendo identificada

associacdo dessa variante com o desenvolvimento da TBP no presente estudo (tabela 3).

Tabela 4. Resultados das anélises de associacdo do SNV rs5743618 de TLR1, com base nos
modelos genéticos, em pacientes com tuberculose pulmonar e controles saudaveis, sem

considerar varidveis de ajuste.

TLR1 [ TBP
p-valor OR (95% CI) AlC
Modelo genético n (%) n (%)
Codominante
T 208 (54.7) | 193 (61.9) 1.00
T/G 0.04214 | 0.82(0.59-1.13) 952.3
136 (35.8) 103 (33.0)
GIG 0.48 (0.26-0.89)
36 (9.5) 16 (5.1)
Dominante
TIT 208 (54.7) 193 (61.9) 005864 | 100 953.0
TIG-GIG 172(453) | 119 38.1) 0.75 (0.55-1.01)
Recessivo
T-Tle 344(90.5) | 296 (94.9) 0.02838 | 1.00 9518
GIG
36 (9.5) 16 (5.1) 0.52 (0.28-0.95)
Overdominante
TIT-GIG 244 (64.2) 209 (67.0) 044430 | 100 956.0
TG 136 (358) | 103 (33.0) 0.88 (0.64-1.21)
Log-Aditivo
380 (54.9) 312 (45.1) 0.01715 | 0.75 (0.59- 0.95) 950.9
0,1,2

TB: tuberculose pulmonar; CS: controles saudaveis; OR: odds ratio; AIC: Akaike information criterion value.
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Tabela 5. Resultados das analises de associacdo do SNV rs187084 de TLR9, com base nos

modelos genéticos, em pacientes com tuberculose pulmonar e controles saudaveis, sem

considerar variaveis de ajuste.

TLR9 CS TBP
p-valor OR (95% CI) AIC
Modelo genético n (%) n (%)
Codominante
TIT 1.00
158 (42.2) 118 (38.3)
TiC 0.5680 1.16 (0.84-1.61) | 943.9
169 (45.2) 147 (47.7)
c/c 1.23 (0.76-1.97)
47 (12.6) 43 (14.0)
Dominante
TIT 158 (42.2) 118 (38.3) 0.2072 1.00 942.0
T/C-C/C 216 (57.8) 190 (61.7) 1.18 (0.87-1.60)
Recessivo
T/T-TIC 327 (87.4) 265 (86.0) 0.5929 1.00 942 8
cic 47 (12.6) 43 (14.0) 1.13 (0.72- 1.76)
Overdominante
T/T-C/IC 205 (54.8) 161 (52.3) 0.5080 1.00 942 6
T/IC 169 (45.2) 147 (47.7) 1.11 (0.82-1.50)
Log-Aditivo
374 (54.8) 308 (45.2) 0.3085 1.12 (0.90-1.40) 942.0
0,1,2

TBP: tuberculose pulmonar; CS: controles saudaveis; OR: odds ratio; AIC: Akaike information criterion value.
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Ao se utilizarem as varidveis de ajuste ‘sexo’ e ‘idade’, a variante rs5743618 de TLR1
manteve a associacdo do genotipo G/G com protecdo contra a TBP nos modelos genéticos
codominante (p= 0.025; OR= 0.43; 95%CI= 0.22-0.87), dominante (p= 0.020; OR= 0.66;
95%ClI= 0.46-0.94), recessivo (p= 0.035; OR= 0.49; 95%CI= 0.25-0.97) e log-aditivo (p=
0.007; OR= 0.68; 95%CI= 0.52-0.91) (tabela 4). Para a variante rs187084 permaneceu a
auséncia de associagdo entre esse SNV e o desenvolvimento da TBP no estudo (tabela 5).

Tabela 6. Resultados das analises de associacdo do SNV rs5743618 de TLR1, com base nos
modelos genéticos, em pacientes com tuberculose pulmonar e controles saudaveis,

considerando-se as variaveis de ajuste ‘sexo’ e ‘idade’.

TLR1 CS TBP
p-valor OR (95% CI) AlC
Modelo genético n (%) n (%)
Codominante
i 132 (51.2) 171 (61.5) 1.00
T/G 0.025059 | 0.72 (0.49-1.05) 708.9
96 (37.2) 93 (33.5)
GIG 0.43 (0.22-0.87)
30 (11.6) 14 (5.0
Dominante
TIT 132 (51.2
(1.2) 171 (61.5) 0.020192 | 1.00 708.9
TIG-GIG 126 (48.8)
107 (38.5) 0.66 (0.46-0.94)
Recessivo
TT-T/G 228 (88.4) 264 (95.0) 0.034732 1.00 709.8
G/G
30 (11.6) 14 (5.0) 0.49 (0.25-0.97)
Overdominante
T/IT-G/G 162 (62.8
(62.8) 185 (66.5) 0.227456 | 1.00 712.8
GIT 96 (37.2)
93 (33.5) 0.80 0.55 1.15
Log-Aditivo
01s 258 (48.1) 278 (51.9) 0.007175 | 0.68 (0.52-0.91) 707.1
111

TBP: tuberculose pulmonar; CS: controles saudaveis; OR: odds ratio; AIC: Akaike information criterion value.
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Tabela 7. Resultados das analises de associacdo do SNV rs187084 de TLR9, com base nos
modelos genéticos, em pacientes com tuberculose pulmonar e controles saudaveis,

considerando-se as variaveis de ajuste ‘sexo’ e ‘idade’.

TLR9 CS B
p-valor OR (95% CI) AIC
Modelo genético n (%) n (%)
Codominante
TIT 1.00
107 (42.5) 106 (38.7)
T/C 0.7810 1.15 (0.78-1.68) 704.1
113 (44.8) 132 (48.2)
C/C 1.10 (0.62-1.94)
32 (12.7) 36 (13.1)
Dominante
TIT
107 (42.5) 106 (38.7) 0.4907 | .00 702.1
T/C-C/C
145 (57.5) 168 (61.3) 1.14 (0.79-1.63)
Recessivo
TT-TiC 220 (87.3) 238 (86.9) 0.9298 1.00 702.6
C/C
32 (12.7) 36 (13.1) 1.02 0.60 1.74
Overdominante
TT-CIC 139 55.2 142 51.8 0.5345 1.00 702.2
T/IC
113 44.8 132 48.2 1.12 0.78 1.60
Log-Aditivo
252 (47.9) 274 (52.1) 0.5863 1.08 (0.83-1.40) 702.3
0,1,2

TBP: tuberculose pulmonar; CS: controles saudaveis; OR: odds ratio; AIC: Akaike information criterion value.

Ao estratificar por sexo, percebeu-se que a variante rs5743618 nao se mostrou associada
a protecao contra TBP em individuos do sexo masculino, porém, manteve-se a associa¢do do
genétipo G/G com prote¢do contra TBP em individuos do sexo feminino nos modelos
codominante, dominante e log-aditivo (tabela 6). A variante de TLR9 rs187084 nao se mostrou
associada com o desenvolvimento de TBP a despeito da estratificagdo por sexo dos

participantes do presente estudo (tabela 7).
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Tabela 8. Resultados das anélises de associacdo do SNV rs5743618 de TLR1, com base nos

modelos genéticos, em pacientes com tuberculose pulmonar e controles saudaveis,

considerando-se as variaveis de ajuste ‘idade’ e estratificado por sexo ‘masculino’ ou

‘feminino’.

Sexo: masculino

Modelo genético p-valor OR 95% ClI AlIC
Codominante 0.42 0.57 0.24-1.34 403.6
Dominante 0.37 0.80 0.50-1.29 402.5
Recessivo 0.22 0.60 0.26-1.38 401.9
Overdominante 0.83 0.95 0.58 -1.55 403.3
Log-aditivo 0.22 0.80 0.56 1.15 401.9
Sexo: feminino
Codominante 0.024 0.28 0.09-0.93 305.2
Dominante 0.013 0.50 0.29-0.87 304.4
Recessivo 0.061 0.35 0.11-1.13 307.1
Overdominante 0.11 0.63 0.36-1.12 308.1
Log-aditivo 0.006 0.54 0.35-0.85 303.2

OR: odds ratio; AIC: Akaike information criterion value; 95% ClI: intervalo de confianca 95%

Tabela 9. Resultados das anélises de associagdo do SNV rs187084 de TLR9, com base nos

modelos genéticos, em pacientes com tuberculose pulmonar e controles saudaveis,

considerando-se as variaveis de ajuste ‘idade’ e estratificado por sexo ‘masculino’ ou

‘feminino’.

Sexo: masculino

Modelo genético p-valor OR 95% CI AIC
Codominante 0.74 1.21 0.72-2.03 394.7
Dominante 0.44 121 0.75-1.97 392.7
Recessivo 0.79 1.09 0.57-2.11 393.3
Overdominante 0.57 1.15 0.71-1.86 393.0
Log-aditivo 0.50 1.12 0.80-1.57 392.9

Sexo: feminino
Codominante 0.95 1.07 0.61-1.87 310.7
Dominante 0.88 1.04 0.61-1.80 308.8
Recessivo 0.83 0.90 0.36 2.27 308.8
Overdominante 0.78 1.08 0.63-1.84 308.7
Log-aditivo 0.98 1.00 0.66 1.53 308.8

OR: odds ratio; AIC

. Akaike information criterion value; 95% CI: intervalo de confianca 95%
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Avaliando-se a associacdo dos alelos das variantes estudadas com o desenvolvimento
de TBP, verificou-se que o alelo G de rs5743618 apresentou-se associado a protetor contra 0
desenvolvimento da doenca, ao passo que o alelo T apresentou associagdo com o risco para o
desenvolvimento de TBP. Os alelos da variante de rs187084 ndo apresentaram associa¢cdo com

TBP segundo os dados obtidos no presente estudo (tabela 8).

Tabela 10. Resultados das frequéncias dos alelos de TLR1 (rs5743618) e TLR9 (rs187084) e
das andlises de associacdo entre pacientes TBP e controles.

Gene Tuberculose
- 0
SNV ID Alelo/genotipo [ Controles Valor p OR 1C95%

n=312 (%) n=380 (%)

TLR1
(5743618 T (A 489 (78.4) 552 (72.6)  0.017 1.37 1.07-1.74
G (C) 135(21.6) 208 (27.4) 0.017 0.73 0.57-0.94
n=308 (%) n=374 (%)
TLR9 T (A) 485 (64.8) 383(62.2) 0.336 1.12 0.9-1.4
rs187084
C (G) 263 (35.2) 233(37.8) 0.336 0.89 0.71-1.11

SNV ID — nimero de identificagcdo do polimorfismo; OR — Odds Ratio; IC — Intervalo de Confianca. A analise
dos alelos foi realizada por X? com correcéo de Yate. Observacdo: A frequéncia dos alelos foi contabilizada pelo

nimero de vezes que aparecem nos genotipos.

O presente estudo identificou um possivel efeito protetor do alelo G (alelo C da fita
molde) para TBP, bem como um efeito de risco do alelo T (alelo A da fita molde) para TBP.
Encontrou-se também um possivel efeito protetor do genétipo G/G (ou C/C) contra a TBP.
Alguns estudos ndo encontraram qualquer efeito associativo do SNV rs5743618 com TB como
os de MA et al., 2010, SELVARAJ et al., 2010, SINHA et al., 2014; WU et al., 2015 e
BARLETTA-NAVECA et al., 2018.

Essa divergéncia entre os resultados encontrados no presente estudo e 0s acima
mencionados pode ser em decorréncia de fatores como a populagéo estudada, onde a maioria,
com excecdo do trabalho de BARLETTA-NAVECA et al., 2018, foi realizado no continente
asiatico onde o alelo G € de frequéncia muito baixa (0.01 no leste asiatico e 0.07 no sul asiatico),
por exemplo, no estudo de MA et al., 2010 s6 foram encontrados um paciente e um controle
com o genotipo G/G; SELVARAJ et al., 2010 em seu estudo contou apenas um paciente com
0 gendtipo G/G enquanto nenhum individuo do grupo controle apresentou esse gendtipo;

SINHA et al., 2014 por sua vez encontrou apenas um individuo do grupo controle com o
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gendtipo G/G enquanto nenhum individuo com TBP o possuia; e WU et al., 2015 encontrou
apenas duas pessoas do grupo controle e um paciente com TBP possuindo o genotipo G/G,
desse modo, a baixa frequéncia desse genétipo nos estudos apontados pode dificultar a
comparagao com 0 nosso estudo, e a0 mesmo tempo, impossibilitar que esses autores consigam

comparar o efeito desse gendtipo especificamente sobre o desenvolvimento da TBP.

Ja o estudo de BARLETA et al., 2018, que também ndo encontrou associacdo de
rs5743618 com TB, foi realizado no estado do Amazonas e obteve a frequéncia do genotipo
G/G relativamente maior que nos estudos previamente mencionados (20 individuos do grupo
controle (9.5%) e 20 pacientes (7.9%)), permitindo uma comparacdo melhor desse genotipo
com a TB, porém, a autora em questdo utilizou pacientes com tuberculose pulmonar e com
tuberculose pleural em suas analises, o que pdde contribuir para os achados diferentes
encontrados em seu estudo em relacdo a este trabalho, onde foram utilizados apenas dados de
pacientes com TBP.

De maneira contrastante com nossos resultados, onde o alelo G e o gendtipo G/G
aparentemente possuem efeito protetor contra TBP na populacéo estudada, UCIECHOWSKI et
al., 2011 e OCEJO-VINYALS et al., 2013 encontraram associacdo com risco a TBP desses
mesmos alelo e gendtipo, ja Ql et al., 2015 e NADERI et al., 2016 identificaram associa¢do do
alelo G e gen6tipo T/G com o risco de TB. As variaveis relacionadas a popula¢do também
podem justificar essa discrepancia, por exemplo, UCIECHOWSKI et al., 2011 e OCEJO-
VINYALS et al.,, 2013 realizaram um estudo com populagdes caucasianas na Europa
(Alemanha e Espanha, respectivamente), ao passo que o presente estudo foi realizado em uma
populacdo altamente miscigenada no estado do Amazonas; outro fator importante é o baixo
namero de participantes no trabalho de UCIECHOWSKI et al., 2011, onde o grupo controle
contava com 49 participantes e o grupo de pacientes com 45 individuos. E importante salientar
a diferenca de resultados inclusive entre populacdes da mesma etnia, por exemplo, o estudo de
MA et al., 2007, realizado com caucasianos nos Estados Unidos da América ndo encontrou
associacdo entre a variante rs5743618 e TB, diferentemente dos estudos de UCIECHOWSKI
etal., 2011 e OCEJO-VINYALS et al., 2013, o que pode ocorrer em fungdo do papel conjunto
de outros alelos relacionados ndo apenas a TLR1 mas também a outros genes da resposta imune

distribuidos diferentemente em diversas popula¢des do mundo.

Em relacéo aos trabalhos de QI et al., 2015 e NADERI et al., 2016, que apresentaram
diferencas em relag@o aos resultados encontrados no presente estudo, a discrepancia pode ter
ocorrido em funcéo, tanto da auséncia do gendtipo G/G entre pacientes e individuos do grupo

controle em ambos os trabalhos, quanto ao fato de que o trabalho de QI et al., 2015 envolveu
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além de pacientes com TBP, pacientes com TB extrapulmonar, além de contar apenas com

pacientes pediatricos.

Ainda que haja trabalhos que identificaram uma associagéo do alelo G de rs5743618
com TB. O trabalho de MA et al., 2007, que analisou essa variante em diferentes grupos étnicos
nos Estados Unidos da América, foi na contramédo desses estudos e identificou o genotipo T/T
com risco a TB tanto em individuos hispanicos quanto em afro-americanos. No presente estudo,
embora tenha sido verificada a associagdo do alelo T com risco a TBP, ndo foi possivel
encontrar diferenca estatistica na ocorréncia do genotipo T/T entre grupos controle e de
pacientes com TBP (T/T vs. G/T+G/G: p=0.07; OR: 1.34; 95%CI: 0.99-1.82), porém, isso ndo
significa que a associacdo desse gendtipo deva ser descartada, mas sim que estudos sejam
realizados com mais participantes, bem como, que outras regides do gene de TLR1 e outras
variantes de TLR que eventualmente possam atuar em conjunto com a variantes rs5743618

sejam também investigadas.

Quanto a variante rs187084, assim como 0 presente estudo, a maioria dos autores
mencionados na tabela 2 ndo encontraram associagdo entre rs187084 e TB, com excecdo de
WANG et al., 2018 que identificou um possivel efeito do alelo C com o risco de
desenvolvimento de TBP a partir de uma infeccédo latente por MTB. Em conformidade com
esse achado, BHARTI et al., 2014 identificou um papel do alelo C de rs187084 na diminuicdo
da expressdo de IFNy e de TNFa em células mononucleares do sangue periférico mesmo apds
a estimulacdo com H37Rv, o que estaria relacionado com a predisposi¢cdo ao desenvolvimento
de TB.

WANG et al 2018 identificou ainda que o alelo C esta presente em frequéncia menor
entre os Baiga, uma tribo resistente 8 TBP da india Central, em relacio a outras tribos da mesma
regido (Korku e Gond), correlacionando essa menor frequéncia do alelo C na tribo Baiga com
a maior resisténcia a TBP apresentada por essa populacdo. Contudo, os estudos realizados até
0 momento envolvendo essa variante ndo permitiram encontrar associacdo de rs187084 com
TB, de modo que meta-andlises realizadas até o presente momento envolvendo o papel dessa
variante concluiram que esse SNV, individualmente, ndo interfere na susceptibilidade a TB nas
populagOes estudadas (SUN et al., 2015; ZHAO et al., 2015; SCHURZ et al., 2015; ZHOU,
ZHANG, 2020).

Ainda que ndo tenha sido identificada associacao de rs187084 com TBP no presente
estudo, em conformidade com outras pesquisas, essa variante tem sido amplamente discutida

na literatura quanto a seu impacto na susceptibilidade a diversas doencas infecciosas e de ordem
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imunolégica (POTHLICHET; QUINTANA-MURCI, 2013), portanto, outras investigacdes
devem ser realizadas levando-se em consideragdo também outras variantes de TLR que possam
atuar em conjunto com esse SNV na susceptibilidade a TB, como aqueles em desequilibrio de
ligacdo com rs187084 identificados na populacédo estudada por CHEN et al., 2011, rs352162,
rs352139 e rs352140 também de TLR9, a fim de se obter uma anélise mais precisa sobre o

impacto dessa variante da regido promotora de TLR9 na TB.
6.3 Frequéncia alélica

A frequéncia dos alelos dos SNVs rs5743618 (TLR1) e rs187084 (TLR9) foram obtidas
e comparadas com as frequéncias disponiveis na plataforma Ensembl.org de diversas
populacdes do mundo (tabela 11). As menores frequéncias alélicas encontradas no presente

estudo é o alelo G da variante rs5743618 e o alelo C da variante rs187084.

Tabela 11. Frequéncia dos alelos dos SNVs de genes de TLR1 e TLR9 na populacéo estudada

e de outras populac@es do mundo.

Populagéo
Outras populagdes
estudada
. . Leste Sul
SNV ID Alelo Controle Global Africa | Américas . Europa .
asiatico asiatico
G (C) 0,27 0,20 0,04 0,28 0,01 0,67 0,07
rs5743618
T(A) 0,73 0,80 0,96 0,72 0,99 0,33 0,93
C(G) 0,38 0,38 0,29 0,44 0,40 0,43 0,37
rs187084
T(A) 0,62 0,62 0,71 0,56 0,60 0,57 0,63

SNV ID: nimero de identificacdo da variante génica

Em relacdo ao rs5743618, a frequéncia do alelo G obtida na populagéo controle foi de
0.27, superior a média global (0.20), e equivalente a frequéncia de 0.28 encontrada nas
Américas, porém bastante abaixo da frequéncia encontrada na Europa (0.67). Curiosamente, a
Europa foi a regido do globo que apresentou 0 menor nimero de casos de TB do ano de 2019,
representando apenas 2,5% do total de casos confirmados. Enquanto o leste asiatico, o sul
asiatico e a Africa, apresentaram as menores frequéncias do alelo G (0.01, 0.07 e 0.04,
respectivamente) e estiveram entre as regiées com a maior incidéncia de TB. A China, por
exemplo, localizada no leste asiético, representou sozinha 8.4% do total de casos de TB no
mundo em 2019; india, Paquistdo e Bangladesh, localizados no Sul da Asia, tiveram 26%, 5.7%
e 3.6% do total de casos de TB do mundo em 2019, respectivamente; e o continente africano,

nesse mesmo ano, teve 25% do total de casos da doen¢a (WHO,2020).
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Em contraste com essas observacdes, os estudos que foram realizados com caucasianos
no continente europeu envolvendo a variante rs5743618 identificaram associacdo do alelo G
com risco ao desenvolvimento de TB (UCIECHOWSKI et al., 2011; OCEJO-VINYALS et al.,
2013), entretanto, MA et al., 2007 ndo encontrou essa mesma associagdo entre caucasianos dos

Estados Unidos da América.

Pode-se justificar essa divergéncia pelo efeito de outros alelos que possam estar atuando
em conjunto com rs5743618 para aumentar a susceptibilidade a TB na populagéo dos estudos
anteriormente mencionados, de modo que o alelo G, o qual se encontra em elevada frequéncia
na Europa, ndo se constitua, individualmente, como um risco a TB conforme os referidos
estudos apontaram, de outra forma, ter-se-ia nessa regido, a qual € a area do globo com a maior
frequéncia desse alelo, numeros mais elevados de casos de TB. O proprio estudo de
UCIECHOWSKI et al., 2011 refere ao alelo A de rs4833095 um maior impacto sobre a redugéo
da expressdo de TLR1 que o alelo G de rs5743618.

Embora tenha-se encontrado associagdo do gendtipo G/G do rs5743618 de TLR1 para
protecdo contra TB, este resultado deve ser analisado com extrema cautela, pois, ainda que
também seja notavel a baixa frequéncia do alelo G da variante rs5743618 de TLR1 em regifes
com grande incidéncia TB, o desenvolvimento de uma doenca ¢ multifatorial, dependendo nao
somente de um Unico receptor, mas de uma grande variedade de genes. Além disso, questdes
socioculturais e econémicas sdo preponderantes para o desenvolvimento de TB, contribuindo
significativamente para que regides mais pobres do globo sejam responsaveis pela maior carga

da doenga no mundo.

Em relacdo a variante rs187084 de TLR9, encontrou-se no presente estudo a frequéncia
do alelo C semelhante a média da frequéncia global, e um pouco acima da frequéncia
encontrada nas Américas (0.44). Nota-se que a frequéncia dos alelos dessa variante é bastante
semelhante entre as regides do globo, e, apesar de ndo ser identificada associacdo individual
entre essa variante com TB, o papel dessa variante da regido promotora de TLR9 tem sido

amplamente discutido quanto ao impacto na susceptibilidade de outras doencas.
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6.4 Quantificacéo de interleucina-6

A citocina IL-6 foi quantificada por ELISA na amostra de plasma de 61 pacientes com
TBP e 75 individuos controle. Obteve-se a concentracdo média de 30.871 pg/mL (DP: 50.01)
de IL-6 entre pacientes, e 16.717 pg/mL (DP: 20.09) entre individuos controle (p=0.047) (figura
4).
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Figura 4. Concentragéo de IL-6 em amostra de plasma de pacientes (n=61) e controles (n=75).
Para andlise estatistica foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney no programa
GrahPadPrism® (versdo 7.0).

O papel da IL-6 na tuberculose tem sido discutido ao longo dos anos, ZHANG et al.,
1994 averiguaram que lipoarabinomanana, um componente da parede celular de MTB,
estimulava a expressdo de mRNA de IL-6, bem como a liberacdo da citocina por monécitos do
sangue periférico de doadores, sugerindo o fator de transcricdo NF-kB como mediador da
expressao génica da IL-6. LADEL et al., 1997 verificou que ratos knockout para IL-6 ndo
conseguiam controlar a infec¢do gerada através da inoculacao intravenosa de MTB, possuindo
um impacto letal nos animais. J& os ratos que expressavam normalmente a citocina conseguiram
controlar a infeccdo. Além disso, os animais knockout para IL-6 também apresentavam
aumento na producdo de IL-4 e diminui¢do na producdo de IFN-y, a qual é essencial para a

potencializacdo da atividade fagocitica de macréfagos.

Por sua vez, SAUNDERS et al., 2000, verificou que animais knockout para IL-6, e que

foram infectados através da via respiratdria com aerossol contendo baixas doses de MTB,
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apresentaram producdo mais retardada de IFN-y, assim como proliferacdo bacteriana mais
veloz, entretanto, esses animais conseguiram controlar a infecgdo de forma a produzir uma
resposta imune de memdria em face de uma infec¢do secundéria, e diferentemente do
experimento de LADEL et al., 1997, o impacto da auséncia de IL-6 em face da infeccdo por
MTB néo foi letal.

Em humanos, o estudo de NOLAN et al., 2013 que contou com 75 participantes com
TBP, identificou um papel protetor de IL-6 contra lesdo pulmonar cavitéria, ao identificar que
22 pacientes que possuiam lesbes cavitarias apresentaram niveis de IL-6 no lavado
broncoalveolar inferiores aos niveis de IL-6 identificados nos 53 individuos que ndo possuiam
esse tipo de lesdo (14.19 pg/ml vs. 30.68 pg/ml p=0.002). O que estaria em conformidade com
os achados em modelos animais de LADEL et al., 1997 e SAUNDERS et al., 2000, os quais
atribuem a IL-6 um papel na reducdo inicial da carga micobacteriana, e consequente controle
da infecgéo.

Em contraste com NOLAN et al., 2013, outro estudo identificou uma associagéo entre
lesdo do parénquima pulmonar em pacientes de TBP com baciloscopias negativas, e niveis mais
elevados de IL-6 no lavado broncoalveolar (LOSADA et al., 2020). Pacientes com leséo
destrutiva do parénquima pulmonar tambem apresentaram niveis elevados de IL-6
quantificados no soro em comparagdo com pacientes sem exacerbacgao dos danos pulmonares
(OH et al., 2018).

Pode-se notar uma divergéncia entre os achados na literatura a respeito do papel dessa
citocina quanto a seu efeito protetor na lesdo pulmonar, o que pode ser em decorréncia de
diferentes populacdes envolvidas nos estudos, bem como da analise de diferentes matérias
bioldgicos, tais como lavado broncoalveolar e soro, além dos diferentes aspectos clinicos entre
0s pacientes estudados, por exemplo, enquanto o estudo de NOLAN et al., 2013 envolveu
maioria de pacientes com baciloscopia positiva, o estudo de LOSADA et al., 2013 contou

apenas com pacientes com baciloscopia negativa.

Observa-se, entdo, que IL-6 tem seus niveis aumentados em individuos com TB em
comparagdo com individuos saudaveis, possuindo um papel na imunopatogénese da TB onde
atua na modulacgéo inicial da resposta imune frente a MTB, sendo essencial no controle da
infeccdo diante de elevadas cargas microbianas (DOMINGO-GONZALEZ et al., 2017),
permitindo que alguns autores tenham apresentado métodos para utilizacdo dessa citocina como
biomarcador diagndstico da tuberculose (SINGH; GOYAL, 2013; ADANKWAH et al., 2021).

Desse modo, o presente estudo encontra-se em conformidade com a maioria dos
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trabalhos que investigam essa citocina na tuberculose, ao identifica-la em maior quantidade no

plasma de individuos com PTB em relacdo aos individuos saudaveis.

Em relagdo ao efeito das variantes na concentragéo de 11-6, ndo foi encontrada nenhuma

associacdo estatisticamente significante entre genoOtipos de rs5743618 e de rs187084 na

quantidade de IL-6 detectada no plasma dos individuos estudados (figuras 5 e 6).
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Figura 5. Concentracdo de I1L-6 em amostra de plasma de pacientes e controles com base nos

diferentes gendtipos da variante rs5743618 de TLR1. Para andlise estatistica foi utilizado o teste

ndo-parametrico de Kruskal-Wallis.
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Figura 6. Concentragéo de IL-6 em amostra de plasma de pacientes e controles com base nos

diferentes geno6tipos da variante rs187084 de TLR9. Para anélise estatistica foi utilizado o teste

ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis.
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Assim como o presente estudo, o trabalho de QI et al., 2015, realizado com pacientes
pediatricos com TB, ndo encontrou associacdo dos gendtipos da variante rs5743618 com a
concentracdo de IL-6 em ensaio envolvendo a estimulacdo de células mononucleares do sangue
periférico estimuladas com lisado de H37Rv inativado, assim como nao houve associacdo dos
gendtipos com a concentragdo de IL-8, entretanto, no experimento dos autores, houve aumento
na concentragcdo de IL-10, e reducdo na concentracdo de TNF-a, CXCL10 associado ao
genotipo TG, em comparagdo ao genotipo TT.

Em outro estudo, realizado com pacientes pediatricos precisando de tratamento
intensivo, identificou-se que mondcitos de pacientes com o gendtipo G/G da variante rs5743618
apresentava secrecdo reduzida de IL-6, IL-8 e TNF-o. em comparacdo com o genotipo T/G
(WHITMORE et al., 2016). Semelhantemente, o estudo de HAWN et al., 2007 realizado com
vietnamitas e americanos saudaveis, averiguou em um ensaio de citocinas de sangue total, que
os individuos com genotipos T/T e T/G produziram substancialmente mais IL-6 em resposta a

estimulacdo PAM3 em comparacgdo com individuos com genétipo G/G.

Ao se avaliarem células polimorfonucleares obtidas de adultos saudaveis, as quais foram
estimuladas com diferentes agonistas, dentre os quais a lipoarabinomanana de MTB, verificou-
se que o alelo T induzia produ¢do mais elevada de IL-6, IL-8 e IL-1Ra em comparag¢do com o
alelo G (HOOK et al., 2020).

Ainda que no presente estudo ndo tenha sido observadas diferencgas significativas na
concentracdo de IL-6 entre os gendtipos T/T (14.48 pg/mL) e T/G (18.36 pg/mL) e o gendtipo
G/G (16.07 pg/mL) de rs5743618 de TLR1 no grupo controle, foi visto uma produgéo de IL-6
maior entre os pacientes contendo o gendétipo T/G (39.10 pg/mL) e T/T (28.31 pg/mL) em
relagcdo ao gendtipo G/G (16.03 pg/mL) de rs5743618, poréem a analise estatistica realizada ndo
permitiu encontrar associagdo entre esses gendétipos e concentracdo de IL-6 (p>0.05) como 0s
estudos de HAWN et al., 2007, WHITMORE et al., 2016 e HOOK et al., 2020.

Jaem relacdo ars187084 de TLR9, poucos estudos na literatura buscam analisar o papel
dos gen6tipos dessa variante com a producdo de 1L-6. Um estudo realizado por PINERO et al.,
2017, o qual analisou amostra de soro de pacientes com cirrose, identificou que aqueles
portadores do genotipo C/C apresentavam niveis reduzidos de IL-6 e de TNF-a em relagdo aos
portadores do gendtipo T/T ou T/C, assim como BHARTI et al., 2014 que identificou um papel
do alelo C de rs187084 na diminuigdo da expressdo de IFN-y e de TNF-o em células

mononucleares do sangue periférico de doadores saudéveis de tribos da India.
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Diferentemente desses achados de BHART I et al., 2014 e PINERO et al., 2017, CHEN
et al., 2011 ao estudar pacientes chineses com trauma sem perfuracdo, identificou que o
genotipo C/C estaria associado com a maior producdo de TNF-o em relagdo ao gen6tipo T/C e
T/T ap6s estimulagdo com oligonucleotideos CpG, engquanto que sem a estimulacdo, nao

observou nenhuma diferenca estatisticamente significante na producao da citocina.

Neste estudo, a quantificacdo de 11-6 foi maior no plasma de individuos com genotipo
C/C de rs187084 entre os pacientes (90.02 pg/mL) e controles (25.83 pg/mL) em relacdo aos
genotipos T/C e TT de pacientes (31.88 pg/mL e 21.17 pg/mL, respectivamente) e de controles
(15.11 pg/mL e 15.91 pg/mL, respectivamente), entretanto, as analises estatisticas igualmente
ndo indicaram diferencas significativas entre as concentracdes de I1L-6 com base nos diferentes

gendtipos (p>0.05).

A diferenca de resultados encontrada neste trabalho em relacdo aos demais estudos
realizados pode ter ocorrido em funcdo de diferencas metodoldgicas nas analises, como a
estimulagdo de células imunes em alguns estudos por agonistas e TLR1 e TLR9, ou antigenos
micobacterianos. Além disso, populacdes distintas foram estudadas, o que pode impactar
significativamente os resultados, como pacientes pediatricos estudados por WHITMORE et al.,

2016 e pacientes asiaticos e norte-americanos estudados por HAWN et al., 2007.

Uma avaliacdo mais fidedigna a respeito do papel dessas variantes pode ser obtida ao se
analisarem um ndmero mais elevado de individuos, em especial, um nimero maior de pacientes
e controles com o geno6tipo G/G de rs5743618. Além disso, uma readequacdo metodologica,
envolvendo a estimulagdo com antigenos micobacterianos entre os participantes do grupo
controle, poderia render uma comparacdo mais precisa com os trabalhos disponiveis na

literatura a respeito de ambas as variantes estudadas e a citocina IL-6.
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7. CONCLUSAO

O presente trabalho forneceu dados importantes quanto a distribui¢do dos genotipos da
variante rs5743618 de TLR1 e da variante rs187084 de TLR9 em pacientes com tuberculose
pulmonar e em controles saudaveis recrutados na cidade de Manaus-AM, que podem ser Uteis
para a compreensdo do papel dos fatores genéticos individuais na tuberculose e também em
outras doencas de ordem infecciosa e imunologica que acometem a populacdo do Amazonas.
A frequéncia do alelo referéncia T de rs187084 foi estimada em 0.62 entre individuos controle
e em 0.65 entre pacientes, enquanto o alelo referéncia G de rs5743618 foi estimado em 0.27
entre controles e 0.22 entre pacientes com TBP nos individuos recrutados na cidade de Manaus.
Também ressalta os aspectos multifatoriais da tuberculose, que envolvem fatores
comportamentais, bem como fatores genéticos, dentre 0s quais muitos ainda carecem de
maiores elucidagdes. Diante disso, destaca-se o gen6tipo G/G da variante rs5743618 de TLR1,
0 qual apresentou na populacdo investigada associagdo com protecdo frente a TBP,
especialmente entre individuos do sexo feminino, contribuindo para a melhor compreenséo das
variagcdes genéticas que acarretam em diferentes desfechos a partir da exposicdo de um
individuo saudavel frente ao MTb, e das diferencas genéticas envolvidas na maior proporcao de
homens doentes de TB em relagdo a mulheres. Além disso, embora este estudo ndo tenha
identificado um papel da variante rs187084 de TLR9 na TBP, muitos outros estudos indicam a
funcionalidade dessa variante em outras doencas, além de salientar a atuacao dessa variante de
maneira conjunta com outros alelos de TLR9, indicando que ainda ha muito para ser explorado
quanto ao papel dessa variante na imunopatogénese da TB e de outras doengas. Este estudo
também ndo identificou associacdo dos diferentes gendtipos das variantes rs5743618 e
rs187084 com as concentracdes de IL-6 no plasma dos pacientes com TBP e controles
estudados, embora tenha sido detectada concentragdo mais elevada da citocina no plasma do
grupo de pacientes em relacdo ao grupo de controles, evidenciando o papel da IL-6 na

imunopatogenia da TBP.
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Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um estudo caso-controle, prospectivo para avaliar os polimorfismos genéticos e a expresséao de
genes e citocinas relacionados a resposta imune em pacientes com tuberculose (TB) e controles
saudaveis.Populacdo de estudo: A populacdo de estudo serd constituida por

individuos residentes e/ou oriundos dos estados da regido norte, de ambos os sexos e idade entre 18 e 60
anos.

Grupos de estudo: Pacientes e Controles Grupo 1 — Pacientes com tuberculose: a) TB pulmonar com
diagnéstico clinico e/ou laboratorial; b) TB extrapulmonar com diagndstico na maioria das vezes por exames
clinicos e de imagens.Grupo 2 — Controles saudaveis: Individuos deverdo ser negativos para exames
bacteriolégicos: a) Contatos individuos que convivem com pacientes de TB; b) Ndo Contatos individuos que
relatam ndo terem tido contato com pacientes de TB.

Os pacientes de TB e contatos serdo recrutados na Policlinica Cardoso Fontes, no setor aprazamento 1,
onde os pacientes recebem orientacfes de tratamento.

Para este estudo, foi estimado investigar no periodo de quatro anos o total de 808 amostras, sendo 404 de
pacientes com TB e 404 controles (contatos e ndo contatos saudaveis).
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Os pacientes com TB e contatos serdo recrutados na Policlinica Cardoso Fontes, na cidade de Manaus. Os
ndo contatos serdo recrutados no ICB/UFAM.

A genotipagem das amostras e a expressao génica serdo realizadas pela técnica de Biologia Molecular
(PCR em tempo real). Para alguns genes, sera utilizada também a técnica de sequenciamento genético,
caso seja necessario. Além disso, serd realizada a quantificacao das citocinas, pela técnica de ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) ou citometria de fluxo, a partir do plasma sanguineo ou do
sobrenadante de cultura celular.

Os resultados deste estudo serdo analisados e serdo aplicados os testes estatisticos de acordo com a
natureza dos dados. Espera-se identificar polimorfismos genéticos que possam estar associados a risco ou
protecdo ao desenvolvimento da TB. E que estes polimorfismos estejam associados a maior ou menor
expresséo génica, inclusive possam estar envolvidos direta ou indiretamente com a producao de citocinas. A
contribuicao deste estudo sera principalmente para a melhor compreenséo dos aspectos imunogenéticos
envolvidos na protecdo ou risco para TB.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar os polimorfismos genéticos, relacionados a resposta imune, em pacientes com tuberculose (TB).
Objetivo Secundario:

1. Determinar as frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos, nos genes relacionados aos sistemas
imunes inato e adaptativo, em pacientes com TB (pulmonar e TB extrapulmonar), comparadas com as
frequéncias do grupo controle (contatos e ndo contatos).

2. Avaliar a

possivel associacdo dos polimorfismos genéticos quanto ao risco ou protecdo para o desenvolvimento da
TB.

3. Avaliar a possivel associacdo dos polimorfismos genéticos com o sexo, idade, tabagismo e alcoolismo no
desenvolvimento da TB.

4. Avaliar se a combinacao de haplétipos dos genes pode estar associada ao desenvolvimento da TB.

5. Analisar se ha interacdo entre os genes estudados e se esta interacdo pode estar associada ao
desenvolvimento da TB.
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6. Avaliar a expressdo dos genes nos grupos de pacientes com TB (pulmonar e/ou extrapulmonar)
comparados com a expressao nos controles.

7. Verificar se os polimorfismos genéticos estao associados com a concentracdo de citocinas e anticorpos
em pacientes com TB (pulmonar e/ou extrapulmonar) e controles.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Para a realizacdo desta pesquisa existira risco durante a coleta de sangue visto que ha possibilidade de
ocasionar dor e desconforto no local da inser¢cdo da agulha por ser um procedimento invasivo. Além disso,
apos algumas horas da coleta de sangue, podera ocorrer o aparecimento de mancha roxa transitoria, bem
como uma contaminagdo por agentes infecciosos. Para evitar esses riscos e ndo prejudicar a saude do
participante, medidas e cuidados serdo realizados, como: a) A coleta de sangue sera realizada por um
profissional treinado e habilitado conforme as diretrizes estabelecidas para coleta sanguinea; b) Para reduzir
o risco de contaminacao na coleta, serdo utilizados materiais limpos, estéreis e descartaveis,

tais como: seringa, agulha, tubos e a utilizagédo de luvas e outros EPI (Equipamentos de protecdo individual)
necessarios e a bancada e os bracos da cadeira realizada para apoiar durante a coleta serdo limpos com
alcool 70%, reduzindo a possibilidade de riscos de contaminac¢éo durante o procedimento de coleta de
sangue. Outro risco possivel sera a perda do sigilo dos dados dos participantes da pesquisa, mas para
evitar isso, as amostras coletadas receberdo cédigos numéricos e, desta forma, o sigilo da identidade dos
participantes sera preservado.

Beneficios:

Este projeto ndo oferecera beneficio financeiro aos participantes, mas eles receberdo outros beneficios, tais
como: os resultados obtidos nos exames bacteriolégicos (baciloscopia e cultivo) e de biologia molecular
(PCR) e também da analise imunogenética (presenca de SNP). Os

resultados seréo entregues aos pacientes ou anexados aos prontudrios (conforme solicitagao do paciente),
se os resultados forem anexados aos prontuarios do paciente, estardo disponiveis aos médicos, que
poderdo utilizar estes resultados para compreender melhor o perfil imunogenético dos pacientes. No caso
dos resultados dos exames bacteriolégicos e moleculares serd possivel confirmar que a infecgéo foi
ocasionada por micobactérias e com base nesses achados sera possivel direcionar a assisténcia médica ao
melhor tratamento. Os beneficios para a sociedade

serdo a identificacdo de um possivel marcador imunogenético de risco ou prote¢éo ou gravidade para TB
pulmonar e extrapulmonar, conhecimentos e aprimoramento sobre polimorfismos de genes relacionados a

resposta imune a TB, dados escassos, principalmente em humanos.
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Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

A Organizacdo Mundial da Saude relatou que a tuberculose (TB), causada por micobactérias do complexo
Mycobacterium tuberculosis, enquadra-se como a primeira e principal causa de morte causada por (nico
agente infeccioso. Em 2017, cerca de 1,3 milhdes de 6bitos e 10 milhdes de casos novos ocorreram no
mundo devido a TB. Este cenéario retrata que a TB continua sendo um problema de salde publica,
resultando em milhdes de mortes. Além disso, neste mesmo ano, o estado do Amazonas e sua capital
Manaus tiveram os maiores coeficientes de incidéncias da TB no pais. O risco de adoecimento por TB tem
sido associado a fatores sociais, ambientais, imunoldgicos e genéticos. Em conjunto, esses fatores podem
aumentar o risco para o desenvolvimento da doenca. Assim, polimorfismos em genes envolvidos na
resposta imune podem resultar em diferentes respostas frente a infeccao pelo bacilo da TB. Diante do
exposto, pretende-se investigar os polimorfismos genéticos, a expressdo génica e as citocinas relacionadas
a resposta imune inata e adaptativa na TB, visto que esses dois sistemas imunes sdo essenciais na
resposta contra M. tuberculosis.

Para este estudo, foi estimado investigar no periodo de 4 (quatro) anos o total de 808 amostras, sendo 404
de pacientes com TB e 404 do grupo controle (individuos saudaveis), formado por contatos e ndo contatos
de pacientes de TB. Os pacientes e contatos seréo recrutados na

Policlinica Cardoso Fontes, os ndo contatos serdo recrutados no Instituto de Ciéncias Biolégicas-ICB/UFAM.
A genotipagem das amostras e a expressao génica sera realizada pela técnica de qPCR (PCR Quantitativa
em Tempo Real). Para alguns genes, sera utilizada também a técnica de sequenciamento genético, quando
necessario. A quantificac@o das citocinas e anticorpos serd feita por ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) ou citometria de fluxo, a partir do plasma sanguineo ou do sobrenadante de cultura celular. Os
resultados deste estudo contribuirdo para a melhor compreenséo dos fatores imunogenéticos associados a
protecao ou risco para TB.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoéria:
Termos de apresenta¢éo obrigatoria devidamente apensados. Todos ADEQUADOS

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Em razé&o do exposto, somos de parecer favoravel que o projeto seja APROVADO, pois o pesquisador
cumpriu as determinacdes da Res. 466/2012.

E o parecer

Consideragdes Finais a critério do CEP:
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Telefone:  (92)3305-1181 E-mail: cep.ufam@gmail.com
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Rrari

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 01/07/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1381438.pdf 20:08:01
Outros Aviso_Recrutamento_Controles.pdf 01/07/2019 |Aya Sadahiro Aceito

20:04:35
Declaracéo de Declaracao_Coleta_Amostra.pdf 01/07/2019 |Aya Sadahiro Aceito
Manuseio Material 20:00:52
Bioldgico /
Biorepositorio /
Biobanco
TCLE / Termos de | Ficha_Controles.pdf 01/07/2019 |Aya Sadahiro Aceito
Assentimento / 19:59:06
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | Ficha_Pacientes.pdf 01/07/2019 |Aya Sadahiro Aceito
Assentimento / 19:58:56
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_Controles_2019.pdf 01/07/2019 |Aya Sadahiro Aceito
Assentimento / 19:51:00
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_Pacientes_2019.pdf 01/07/2019 |Aya Sadahiro Aceito
Assentimento / 19:50:00
Justificativa de
Auséncia
Declaracéo de Termo_Policlinica.pdf 01/07/2019 |Aya Sadahiro Aceito
Instituicdo e 19:49:13
Infraestrutura
Declaracéo de Declaracao_INPA.pdf 01/07/2019 |Aya Sadahiro Aceito
Instituicdo e 19:46:56
Infraestrutura
Declaracéo de Declaracao_Biorrepositorio.pdf 01/07/2019 |Aya Sadahiro Aceito
Manuseio Material 19:44:50
Bioldgico /
Biorepositorio /
Biobanco
Projeto Detalhado / | Projeto_Detalhado.pdf 01/07/2019 |Aya Sadahiro Aceito
Brochura 19:37:25
Investigador
Folha de Rosto Folha_Rosto.pdf 01/07/2019 |Aya Sadahiro Aceito
19:36:55

Situacao do Parecer:

Endereco:
Bairro: Adrianopolis
UF: AM

Telefone:

Municipio:
(92)3305-1181

Rua Teresina, 495

CEP: 69.057-070
MANAUS

E-mail:

cep.ufam@gmail.com
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Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

MANAUS, 25 de Agosto de 2019

Assinado por:

Eliana Maria Pereira da Fonseca
(Coordenador(a))

Endereco: Rua Teresina, 495

Bairro: Adrianopolis

UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone:  (92)3305-1181

CEP: 69.057-070

E-mail: cep.ufam@gmail.com
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