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RESUMO

Os casos novos de tuberculose (TB) tém sido crescentes no Amazonas, em 2016, o
coeficiente de incidéncia foi de 67,2 casos de TB/100 mil habitantes, a mais elevada
do Brasil. Os fatores socioeconémicos podem ser uma das explicacbes para essa
alta taxa, porém os fatores genéticos também podem influenciar na resposta
imunologica ao patdgeno. Neste contexto, os polimorfismos nos genes de TOLLIP
podem estar envolvidos na regulagdo das respostas imunologicas contra
Mycobacterium tuberculosis, ja que estudos comprovaram que a proteina de
interagdo aos receptores do tipo Toll, o Tollip, exerce um papel regulador na
sinalizagdo intracelular, principalmente em macrofagos e células dendriticas,
exercendo um “feedback” negativo na liberacdo de citocinas pro-inflamatérias como
a IL-6 e TNF através da via MyD88, assim como também teria influéncia na
secrecado de IL1B através dos inflamassomas, respostas fundamentais na defesa
imune inata contra patégenos. Dessa forma, investigou-se os polimorfismos de base
Unica (SNPs), em genes de TOLLIP (rs5743899), com foco nos pacientes com TB
pulmonar e controles. Para este estudo foi avaliado um total de 547 amostras,
distribuidas em: 251 amostras de pacientes com TB pulmonar, e 296 individuos
controles. A genotipagem para TOLLIP (rs5743899) foi realizada por PCR. Apos
analise dos resultados da frequéncia dos alelos e gendétipos, ndo houve associacéo
para maior chance de risco ou ndo a TB, divergindo de estudos realizados em
outras populacdes. Avaliou-se também os gendtipos de TOLLIP (rs5743899) (AA e
AG) versus as concentracdes de IL1-f em 67 amostras de plasmas de pacientes
(n=30) e controles (n=37), mas néo foi observada nenhuma relacdo dos genotipos
com a concentracdo de IL1-B. No presente estudo nado foi observada associacao
dos genes de TOLLIP (rs5743899) com a TB, porém este estudo deve ser ampliado,
incluindo outras regides génicas de TOLLIP, considerando o papel crucial da
proteina tollip na regulacdo da resposta inflamatéria na tuberculose.

Palavras-chave: Tuberculose Pulmonar; Gene TOLLIP; Polimorfismo rs5743899



ABSTRACT

New cases of tuberculosis (TB) have been increasing in Amazonas, in 2016, it was
about 67.2 cases of TB/100 thousand inhabitants, the highest in the country.
Socioeconomic factors may be one of the explanations for this high rate. However,
genetic factors can influence the immune response to the pathogen. In this context,
polymorphisms in TOLLIP genes may be involved with immunological alterations in
the response to Mycobacterium tuberculosis, since studies have shown that the
protein associated with Toll-like receptors plays a regulatory role in intracellular
signaling, mainly in macrophages and dendritic cells, exerting a negative feedback
on the release of pro-inflammatory cytokines such as IL-6 and TNF through the
MyD88 pathway, as well as influencing the secretion of IL1B through the
inflammasome, fundamental responses in the innate immune defense against
pathogens, including Mycobacterium tuberculosis. Thus, single-base polymorphisms
(SNPs) in TOLLIP genes (rs5743899) were investigated, focusing on pulmonary TB
patients and controls. For this study, a total of 547 samples were evaluated,
distributed in: 251 samples from patients with pulmonary TB, and 296 control
subjects. Genotyping for TOLLIP (rs5743899) was performed by PCR. After
analyzing the results of the frequency of alleles and genotypes, there was no
association for a greater chance of risk or not for TB, which differs from studies
carried out in other populations. We also evaluated TOLLIP (rs5743899) genotypes
(AA and AG) versus IL1-8 concentrations in 67 plasma samples from patients (n=30)
and controls (n=37), but no relationship between genotypes with the concentration of
IL1-B. In the present study, no association of TOLLIP genes (rs5743899) with TB
was observed, but this study should be expanded to include other TOLLIP gene
regions, considering the crucial role of tollip protein in regulating the inflammatory
response in tuberculosis.

Key words: Pulmonary Tuberculosis; Gene TOLLIP; Polymorphism rs5743899
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A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa de alta prevaléncia, segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 2015, foram notificados 10,4 milhdes de
pessoas tiveram TB no mundo, com 6,1 milhdes de novos casos registrados, e
continua a ser uma das principais causas de morbidade e mortalidade em paises de
baixa e média renda (OMS, 2016).

O agente causador da TB pertence ao complexo Mycobacterium tuberculosis,
formado por um grupo de espécies geneticamente semelhantes, possuem uma
parede celular complexa e sdo patdgenos intracelulares com a capacidade de se
replicar dentro de fagdcitos, principalmente em macréfagos (FORRELAD, 2013,
FERRI et al.,2014).

O Brasil estad entre os 30 paises de alta carga para TB, de acordo com
Boletim Epidemiologico, do Ministério da Saude do Brasil, em 2016 foram
registrados 66.796 casos novos de TB no pais, atingindo um coeficiente de
incidéncia de 32,4/100 mil habitantes (BRASIL, 2017). Neste mesmo ano, o estado
do Amazonas registrou um coeficiente de incidéncia de 67,2/100 mil habitantes, ou
seja, o dobro do coeficiente nacional e foi o estado com a maior de incidéncia da TB
no Brasil (BRASIL, 2017).

A transmisséo primaria da doenca ocorre de pessoa para pessoa quando o
individuo tosse ou espirra, propagando goticulas contaminadas pelo ar, o bacilo da
tuberculose, M. tuberculosis, alcanca o sistema alveolar e € ativamente combatido
pelos macrofagos alveolares, mas o individuo infectado podera evoluir para TB
pulmonar (QUESNIAUX, 2004).

Ha a estimativa que dos individuos infectados por M. tuberculosis, menos de
10%, evoluem para a TB doenca (SHALER et al., 2012), fato que reforca o
importante papel da resposta imune na TB. Portanto, o perfil genético e o estado
imunoldgico do individuo ao ser infectado por M. tuberculosis, seguramente sao
fatores importantes para a evolucdo e desfecho para TB doenca ou néo,

considerando-se ainda a viruléncia da cepa.

A resposta imune inicial contra o bacilo ocorre, a partir do reconhecimento
dos PAMPs (Pathogen-associated molecular patterns) de M. tuberculosis, por
células e componentes da imunidade inata. Estas células expressam PRR (Pattern

Recognition Receptors), tais como os TLRs (Toll-Like Receptors), uma familia de
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receptores que reconhecem padrdes associados ao patdégeno e capazes de modular
uma resposta imune contra o bacilo. Estudo de meta-analise demonstrou que
determinados polimorfismos em genes de TLR, como, TLR1, TLR2, TLR4 e TLR6
foram associados a TB para protecédo ou risco (SCHURZ et al. 2015).

A proteina Tollip (Toll-interacting protein) participa das vias de sinalizacéo do
IL-1R e TLR, inibindo a ativacéo celular por produtos microbianos. Além disso, inibe
a fosforilacdo de IRAK e atividades de quinase. A super expresséao de Tollip inibe a
ativacdo de NF-kB mediada por TLR4 e TLR2 de maneira dose-dependente,
sugerindo que essa molécula de sinalizacdo também é compartilhada entre as vias
de sinalizacdo de IL-1R, TLR4 e TLR2 (BURNS et al. 2000; BULUT et al 2001,
BRISSONI et al., 2006). O Tollip € uma molécula expressa endogenamente que
limita os sinais pro-inflamatoérios do sistema imune inato e adaptativo e pode ser
explorada como uma estratégia anti-inflamatéria (BURNS et al. 2000; ZHANG e
GHOSH, 2002; LI et al., 2004; PIAO et al., 2009).

Apesar das diversas pesquisas desenvolvidas para entender a
funcionalidade e a relevancia clinica de Tollip na modulacdo da TB, ainda séo
muitos 0s questionamentos sobre a sua importancia no decorrer da resposta
imunolégica contra M. tuberculosis e como os polimorfismos do gene de TOLLIP
podem influenciar na evolucdo da doenca. Neste aspecto, o presente estudo
investigou a frequéncia do polimorfismo do gene TOLLIP (rs5743899) em pacientes

com TB pulmonar.
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A humanidade convive com a tuberculose (TB) ao longo da histéria, é
considerada uma enfermidade antiga e ja matou milhdes de pessoas, sendo
denominada a “Peste Branca”. Novas técnicas genéticas através do
sequenciamento do genoma de varias cepas do M. tuberculosis estdo permitindo
uma estimativa mais precisa do tempo de existéncia das micobactérias, mas, ha
hipoteses de que a sua origem ocorreu ha mais de 150 milhdes de anos
(SHEPPARD, 2001).

A TB sempre esteve presente na histéria das véarias sociedades, era
considerada uma doenca fruto de castigo divino pela desobediéncia humana.
Hipocrates (Grécia, XXX, a.C) ja dizia que era uma doenca natural e capaz de
causar um grande esgotamento fisico no individuo, por isso a chamou de tisica,
(palavra grega = phthisikos) que significa declinio, pois consumia o corpo do

hospedeiro e causava a expressado de morte iminente (MEDCALF et al., 2013).

No século XVIII houve contribuicdes significativas, na Europa, para a
caracterizagdo da tuberculose, cientistas como Franciscus le Boe (1614-1672),
Thomas Willis (1621-1675) e Richard Morton (1673-1698) colaboraram com a
descricdo do padrao miliar da disseminacado e a identificacdo das formas agudas e
cronicas (KEERS, 1978). Johann Schoenlein, em 1839, denominou a doenga como
tuberculose, derivada da palavra latina tubércula, pequenos nodulos (DUBOS,
1952).

A grande contribuicéo foi do médico alemao Robert Koch (1843-1910), que a
partir da coleta das bactérias de tecidos infectados, cultivou o bacilo e inoculou este
microrganismo em modelo animal, reproduzindo a doenca. Nestes procedimentos,
Robert Koch reformulou e demonstrou as caracteristicas necessarias para que um
germe fosse considerado causador de determinada doenca: a) o germe deve ser
encontrado em todas as lesfes do corpo; b) deve ser cultivado puro, fora do corpo,
por varias geracgles; c) apos a cultura por tempo suficiente e varias geracdes, deve
ser capaz de reproduzir a doenca original no corpo de um animal. A partir dessas
indagacdes Robert Koch desmistificou a crenga na hereditariedade da moléstia e
classificou a TB nos grupos de doencas infecciosas (ANTUNES et al., 2000,
DUTAU, 2005).
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Em 1920, com a Reforma Carlos Chagas, no Brasil, houve a instauracédo da
Profilaxia Contra Tuberculose. Assim, o Estado passou a se comprometer de forma
mais ativa com a prevenc¢do da doenca. O século XX foi importante para as medidas
de combate a TB, foi nesse periodo que houve, sob a supervisdo da “Liga Brasileira
Contra a Tuberculose”, a vacinacdo de recém-nascidos com a BCG (Bacilo de
Calmette e Guérin) (MACIEL et al., 2012).

Na atual conjuntura do século XXI, a TB merece um olhar diferenciado, pois
representa um agravo de grande magnitude, para os pacientes com doencas que
causam vulnerabilidade imunolégica, como a exemplo do virus HIV (Virus da
Imunodeficiéncia Humana, (NETO, 2012).

A tuberculose (TB) é causada por micobactérias do complexo Mycobacterium
tuberculosis, constituidas pelas seguintes espécies: M. tuberculosis, M. bovis, M.
bovis (BCG); M. africanum, M. microti, M. caprae e M. pinnipedii (BRASIL, 2008). E
a espécie que mais acomete os pacientes de TB é M. tuberculosis que é capaz de
ocasionar inflamacéo granulomatosa no pulméao podendo evoluir para a cronicidade
com perda relativa ou total da funcionalidade do tecido pulmonar (FONTANA, 2008;
FORRELLAD et al.; 2013 DHEDA et al., 2016).

Os séculos de convivéncia com a populacdo humana permitiram o
aparecimento de alteracBes genéticas no complexo Mycobacterium tuberculosis,
tornando algumas cepas mais resistentes e virulentas. A exemplo dessa afirmativa
temos a linhagem “East Asian/Beijing”, cepa HN878, causou um surto de TB no
Texas. Essa viruléncia incomum foi atribuida a producédo do glicolipidio fendlico
(PGL) presente na parede celular bacteriana, que suprimia a liberacdo de TNF-a
(tumour necrosis factor-alpha) e IL-12p40 (interleukin-12p40) em macréfagos,
guando comparada a cepa H37Rv (Mycobacterium tuberculosis strains) (REED et
al.,, 2004). No entanto, a cepa, H37Rv, que também possui PGL suprimiu a
producdo de mediadores proé-inflamatérios de mondécitos humanos in vitro, mas nao
demonstrou maior viruléncia em camundongos ou em “guinea pigs”, sugerindo que
o efeito da PGL deve ser influenciado pelo background da cepa (SINSIMER et al.,
2008, KRISHNAN et al., 2011).

A transmisséo da tuberculose ocorre por vias aéreas superiores, através do

individuo acometido com a forma pulmonar da doenca, a capacidade de infecgéo
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também depende do estado bacteriolégico (resultado da baciloscopia) do individuo
transmissor (BARRETO et al., 2008 in FUNDACAO OSWALDO CRUZ).

Métodos diagnésticos da TB:

1.

Baciloscopia, realizada através da pesquisa do bacilo &lcool-acido
resistente — BAAR, pelo método de Zhiel-Neelsen, possui sensibilidade de
60 a 80%, desde que as etapas do exame sejam realizadas corretamente
em todas as suas fases (BRASIL, 2011).

A classificacéo bacteriolégica é definida como:

a.

Doentes baciliferos (B+) — a baciloscopia de escarro é positiva e 0
paciente estd com TB;

Doentes ndo baciliferos — a baciloscopia do escarro é negativa, e a cultura
pode ser positiva (C+) ou negativa (C-) (BRASIL, 2011).

. Teste Rapido Molecular para Tuberculose (TRM-TB) é utilizado,

prioritariamente, para diagndéstico pulmonar e laringea em adolescentes e
adultos. Consiste na amplificacdo de acidos nucleicos, capaz de detectar
o DNA dos bacilos do complexo M. tuberculosis e deteccdo de cepas
resistentes a rifampicina pela técnica de reacdo em cadeia polimerase
(PCR) em tempo real. Para processamento do teste é necessario uma
amostra de escarro. A sensibilidade do TRM-TB em amostras de escarros
foi de 90%, superior & da baciloscopia (BRASIL, 2011).

Sao cinco os possiveis resultados para TRM-TB:

a. MTB nao detectado — Negativo

MTB detectado e resisténcia a rifampicina ndo detectada — Positivo para
tuberculose, sem resisténcia a rifampicina.

MTB detectado e resisténcia a rifampicina detectada — Positivo para
tuberculose, com resisténcia a rifampicina.

MTB detectado e resisténcia a rifampicina indeterminada — Positivo para
tuberculose e resisténcia a rifampicina inconclusiva — repetir o teste em
nova amostra.

Sem resultado/invalido/erro — Inconclusivo — repetir o teste em uma nova
amostra (BRASIL, 2011).
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O individuo com TB convivendo em uma comunidade sera capaz de
contaminar de 10 a 15 pessoas de sua convivéncia, pois, doentes baciliferos
positivos eliminam uma quantidade de bacilos superior a 5.000 por ml de escarro,
(BRASIL, 2011).

Os contatos de tuberculose possuem risco substancial de serem
contaminados com o bacilo e evoluir com a doenga, um estudo retrospectivo (1999
a 2008) de Matos et. al, 2012, com uma amostra de 473 adolescentes
diagnosticados com TB foram avaliados, desse grupo 66% tinham historia de
contato com paciente de tuberculose pulmonar, principalmente por contato

intradomiciliar.

As manifestacdes clinicas da TB podem ser classificadas em forma primaria
(mais comum em criangas), poOs-primaria ou secundaria (mais comum em
adolescentes e adultos jovens), e TB miliar (uma forma grave da doenga), ocorre em
1% dos casos com tuberculose e HIV negativo e esse niumero aumenta em 10%
guando o paciente é HIV positivo. Os sintomas classicos do individuo com
tuberculose sdo: tosse persistente (ha mais de duas semanas), produtiva ou nao
(com muco e eventualmente sangue), febre vespertina e sudorese noturno e
emagrecimento (SIQUEIRA, 2012; BRASIL, 2011.

A terapéutica da TB é eficaz, porém possui efeitos colaterais indesejaveis, e
em alguns casos estao, inclusive, associadas ao abandono do tratamento (VIEIRA e
GOMES, 2008). As medicacfes utilizadas na clinica da TB sao: rifampicina (RMP),
etambutol (EMB), pirazinamida (PZA), e a isoniazida, elas sdo empregadas
conforme o padrao de resisténcia da doenca (monorresisténcia, multirresisténcia e
resisténcia extensiva) ao medicamento (BRASIL, 2017, SANTOS et al, 2012).

No mundo, em 2015, a tuberculose foi a doenca que mais causou mortes, e
esse cenario pode ser quando associadas a habitos de vida prejudiciais, como o
fumo, alcool, ma nutricdo. O 6bito por essa doenca é considerado um evento
sentinela e indica uma fragilidade na assisténcia de saude ao paciente (OMS, 2016;
BRASIL, 2017).
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2.1. DADOS EPIDEMIOLOGICOS DA TUBERCULOSE PULMONAR

Em 2015, de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), houve a
estimativa de 10,4 milhdes de casos novos de tuberculose (TB) no mundo, dos
qguais 5,9 milhdes foram em homens; 3,5 milhdes em mulheres e 1 milhdo em
criancas. Além disso, 1,2 milhdo de casos novos de TB foram em pessoas vivendo
com HIV. Apesar dos avangos e progressos para novos diagndsticos, tratamentos e
desenvolvimento de vacinas, as pesquisas em TB permanecem subfinanciadas. A
doenca preocupa, pois, apesar de ter apresentado queda em alguns paises, ainda

esta entre as 10 principais causas de morte no mundo (OMS, 2016).

A meta de reducdo da TB no Brasil € de menos de 10 casos para cada
100.000 habitantes até 2035, porém, em 2016 ainda foram notificados no Brasil
66.796 novos casos de TB, correspondendo a 32,4 casos por 100.000 habitantes.
Apesar de ter havido um declinio da doenca de 2007 a 2016 de menos 1,7% a
associacao da TB com a AIDS tem dificultado o processo de combate a tuberculose,
tornando longo o caminho a ser percorrido para o alcance da meta estabelecida
pela OMS (BRASIL, 2017).

O Amazonas estd entre os estados brasileiros com maior risco de
adoecimento por TB, em 2016 apresentou um coeficiente de incidéncia de
67,2/100.000 habitantes. Neste mesmo ano, a capital, Manaus, apresentou
incidéncia de 93,2/100.000 habitantes, quase trés vezes o coeficiente de incidéncia
nacional que foi de 32,4/100.000 habitantes (BRASIL, 2017).

2.2. RESPOSTA IMUNOLOGICA AO COMPLEXO Mycobacterium tuberculosis

O sistema imunolégico é altamente diversificado e complexo, resultado de
milhées de anos de evolucdo, e capaz de manter a conexao com 0 primitivo e se
adaptar ao novo (BUCHMANN, 2014). Do desenvolvimento fetal ao envelhecimento,
a resposta imunoldgica se comporta de forma diferenciada para cada etapa da vida
humana (SIMON et al., 2015).

A resposta imunoldgica € dividida em inata e adaptativa. A resposta imune

adaptativa é capaz de distinguir entre diversas substancias, microbianas ou nao,
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através de modificacdes génicas de linfocitos com capacidade de gerar memoria
imunoldgica, ja o sistema imune inato impede a ac&o invasora de muitos patdgenos,
prevenindo, e controlando a infeccdo. E a primeira linha de defesa do hospedeiro
(MEDZHITOV e JANEWAY, 2000; ZAK e ADEREM, 2015).

A interac@o entre as células do sistema imune inato e os microrganismos
acontece pela conexdo de PAMPs dos agentes patogénicos com as moléculas de
reconhecimento associadas as células, PRRs, essas moléculas sdo expressas
pelos fagocitos especialmente macrofagos, neutroéfilos, células dendriticas e células
epiteliais (JANEWAY e MEDZHITOV 2002; GEREMIA et al., 2014).

Dos PRRs, os mais amplamente estudados sdo os receptores semelhantes a
Toll (Toll-like receptors-TLRs). Os TLRs sao glicoproteinas integrais do tipo | com
repeticdes ricas em leucina flanqueadas por locais com cisteina nas regides
extracelulares (KAISHO e AKIRA, 2001; JANEWAY e MEDZHITOV 2002; SATOH e
AKIRA, 2016). Antes do conhecimento dos TLRs a resposta inata era considerada
primitiva e ndo sofisticada. Foi a partir de experimentos genéticos e caracterizacao
do TLR4 que os mecanismos moleculares comecaram a ser esclarecidos (O'NIEL et
al., 2013).

Atualmente, sdo conhecidos 10 receptores semelhantes a Toll (TLR) em
mamiferos de TLR1 a TLR10, sendo que no homem sé&o funcionais os TLR1, TLR2,
TLR4, TLR5 e TLR6 que estdo localizados na superficie celular, enquanto que
TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 estdo localizados intracelularmente, no reticulo
endoplasmatico (KAISHO e AKIRA, 2001; KAWAI e AKIRA, 2010, MORESCO et al.,
2011; SATOH e AKIRA, 2016).

E cogitado que os TLR1, TLR2, TLR4, TLR6, TLR8 e TLR9 estejam
envolvidos na resposta imune ao complexo Mycobacterium tuberculosis. Apés
estimulados, alguns TLRs, através de MyD88, levam a producéo de citocinas proé-
inflamatorias pela via NF-kB, como a IL-1 (Interleukin-1). TLR9 e TLR7 sdo capazes
de acionar tanto os fatores de transcricdo de NF-kB como também o fator de IRFs
(Interferon regulatory factors), com producéo de IFN-y (gamma interferon) (ZHAO et
al., 2015).

O bacilo da tuberculose, M. tuberculosis, ao alcancar o tecido pulmonar sera

fagocitado por macréfagos residentes, em resposta o bacilo utiliza meios de evaséo
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imunologica, interferindo na formacdo do fagolisossomo e inibindo também a
formacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (FLYNN e CHAN, 2003;
SHALER et al., 2012).

Apos a inibicdo da formacao do fagolisossomo, o bacilo da TB é capaz de
controlar a expresséo de moléculas co-estimuladoras em APC’s (Antigen-presenting
cells) ocasionando falhas no processo de apresentacdo do antigeno atraves do TCR
(T cell receptor) para linfécitos T. A interacdo dos macrofagos infectados as células
T coloca em acdo as moléculas associadas ao microrganismo, que sdo capazes de
estimular a resposta imune adaptativa, a exemplo temos a lipoarabinomanana
(LAM), mas curiosamente esta mesma substancia, também é capaz de inibir a
producédo de citocinas pro-inflamatorias, via TLR2. Além disso, a proteina ESAT- 6
(ESAT-6-like protein EsxB) do bacilo é capaz de desregular a apresentacdo do
antigeno por MHC de classe | para as células T, levando a interferéncia na
producédo de IFN-y (FLYNN e CHAN, 2005; ROJAS et al., 2006; WELIN et al., 2008;
LANCIONI et al., 2010; SREEJIT et al., 2014).

Estudos realizados com camundongos nocautes para TLR2 e TLR4 (TLR2-/-
e TLR4-/-) desafiados com Mycobacterium bovis (da BCG), demonstraram que 0s
TLR2 e TLR4 exercem funcgdes distintas direcionadas as respostas imunes inata e
adaptativas contra a BCG. O TLR2 parece ser necessario para a expansao das
células T efetoras e para secrecao de IFN-y. Em contraste, o TLR4 pode ser
necessario para o desenvolvimento de uma resposta Thl normal contra BCG,
particularmente quando um numero maior de bacilos estiver presente. Estes
resultados sugerem a importancia das TLRs na resposta a vacina BCG (HELDWEIN
et al., 2003).

Ndo ha duavidas que o reconhecimento inicial de componentes
micobacterianos, por células da imunidade inata sdo importantes, em especial, por
PRR, tais como 0 TLR2 e TLR4 (QUESNIAUX et al., 2004). H4 também descrito que
a combinacédo de TLR1/TLR6 com TLR2, foram implicados no reconhecimento de
antigenos micobacterianos (BULUT et al., 2001; HAJJAR et al., 2001). Além disso,
um antagonista de TLR4 é capaz de bloquear a producdo de TNF por macréfagos

induzida por M. tuberculosis (MEANS et al.,, 2001). No entanto, a maioria dos
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antigenos micobacterianos purificados, que foram testados, sinalizaram através de
TLR2 (QUESNIAUX et al., 2004).

E importante destacar que outros PRR, além dos TLRs, estdo envolvidos no
reconhecimento de antigenos micobacterianos. Estes incluem os receptores NLRs
(NOD-like receptors) e Lectina tipo C (SAIGA et al., 2011).

Embora seja evidente que nos pacientes com TB e nos estudos com modelos
experimentais, a participacdo de macréfagos, linfécitos Thl e de citocinas, como a
IL-12, IFN-y e TNF-o, sdo fundamentais para o controle da infeccdo por M.
tuberculosis. No entanto, ainda ndo estd claro quais fatores existentes no
hospedeiro determinam, apods infeccdo pelo bacilo, se o desfecho sera uma
resposta protetora ou se evoluird para TB doenca (O"GARRA et al., 2013).

Neste contexto, investigar outras citocinas, que estdo envolvidas na resposta contra
as micobactérias, tais como as quimiocinas, que sao ativadoras e recrutadoras de
leucdcitos, auxiliando na formacédo de granulomas, podem ajudar na compreensao
da resposta imune a M. tuberculosis. As principais quimiocinas produzidas em
resposta a infecgdo pelo bacilo da TB foram MIP-1 alfa (CCL3), MIP-1 beta (CCL4)
e RANTES (CCL5).

Saukkonen et al. (2002) observaram que cepas distintas de M. tuberculosis podem
elicitar perfis diferentes de quimiocinas, por exemplo, M. tuberculosis virulento
(H37Rv) induziu menos secrecdo MIP-1 alfa que a cepa avirulenta (H37Ra),
enquanto a producdo de MIP-1 beta e RANTES foi comparavel para ambas as
cepas. Além disso, os macrofagos alveolares de individuos infectados pelo HIV
produziram menos TNF-alfa e MIP-1 beta, em resposta a qualquer uma das cepas
de M. tuberculosis. O MIP-1 beta e RANTES suprimiram o crescimento intracelular
de M. tuberculosis. Neste passo, a reducao destas duas quimiocinas podem alterar
a resposta da imunidade inata e promover a sobrevivéncia e manutencao do bacilo

no interior da célula hospedeira.

Além disso, é importante também avaliar as subpopulacdes das células
TCDA4+, por exemplo, os linfécitos Thl7 que secretam IL-17 e recrutam neutrdfilos.
Outra subpopulacdo sao os linfécitos Th2 que secretam IL-4 e IL-13 que

contrapdem as agbGes de macréfagos ativados por IFN-y, e os linfocitos T
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regulatorios (Treg) que liberam IL-10, que suprimem a resposta Thl (SIVEKE;
HAMANN, 1998; CHEN et al.,, 2007). O granuloma nem sempre possui uma
caracteristica protetora e permite a sobrevivéncia do patdgeno durante anos, além

de estar envolvido com a resisténcia a medicamentos (KIRAN et al., 2016).

Ainda neste processo de supressao da resposta imune, a proteina, Tollip, e
suas variantes, regulam negativamente TLRs em mondécitos humanos do sangue
periférico. Entre uma de suas acles, esta o fato do Tollip conseguir suprimir a
producédo de TNF-a e IL-6, apds a estimulacdo dos TLR2 e TLR4, mas em contraste
estimula a secrecédo de IL-10, demonstrando um papel regulador na resposta imune,
porém também associado a TB. Esta associacdo a doenca, pode ser devido aos
polimorfismos do gene TOLLIP rs3750920 e rs5743899, que alterariam a expressao
do RNAmM (SHAH et al., 2012; LUIZ et al., 2014)

Neste aspecto, é possivel sugerir que polimorfismos no gene de TOLLIP que
estejam ligados a perda de funcdo ou uma reducdo na funcdo da proteina Tollip
podem aumentar a resposta inflamatoria, sem controle, e representar um risco para

a forma grave em diversas doencas, inclusive para a TB.

2.3. FUNCAO DO TOLLIP NA RESPOSTA IMUNOLOGICA

A proteina Tollip foi estudada pela primeira vez em um experimento com
levedura (triagem em sistema de duplo hibrido) através de um homadlogo do receptor
de interleucina-1 (Interleukin-1 receptor- IL-1R), o IL-RAcP (Interleukin-1 receptor
accessory protein). O IL-1R contem dominios TIR (Toll Interleukin Related)
citoplasmaticos, que permitem a ligacdo da IL-1 induzindo o recrutamento da
proteina adaptadora MyD88, levando a transducdo de genes responsaveis pela
resposta inflamatoria através de NF-kB. A IL-1 também estimula o recrutamento dos
genes IRAK (Interleukin receptor-associated kinase), IRAK2 e/ ou IRAKT (Interleukin
receptor-associated treonine), levando a uma regulacdo positiva do fator de
transcricdo de NF-kB com producdo de mediadores inflamatorios (BURNS et al.,
2000; ZHU et al., 2012).

Estruturalmente a proteina Tollip esta localizada no endossoma, possui 274

aminoacidos, contém um dominio de ligagdo N-terminal, (Tom1 binding domain -
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TDB), um dominio central conservado (C2) e uma regido C terminal de ubiquitina
associado a degradacao do reticulo endoplasmatico (C-terminal portion of coupling
ubiquitin to endoplasmic reticulum degradation - CUE). A superexpressdo de
TOLLIP pode levar a inibicdo de TLR2 e TLR4 e IL-1R. Esse fato demonstra o papel

modulador dessa proteina na resposta imune (LUIZ et al., 2014).

A proteina Tollip foi implicada como um regulador negativo da sinalizacéo de
NF-kB, o que compromete as vias de ativacdo e sinalizacdo desencadeadas pelos
receptores de IL-1 (IL-1R), TLR2 e TLR4, consequentemente implicando na
producdo e secrecdo de varias citocinas envolvidas na resposta inflamatoria e
imune contra diversos patdgenos (CAPELLUTO, 2012). No entanto, em estudos
realizados em células de camundongos deficientes em Tollip demonstraram que a
sinalizacdo do NF-kB, assim como MAPK, parecia normal estimuladas com IL-1(3 ou
ao ligante de TLR4, o lipopolissacarideo (LPS). Da mesma forma, a ativacdo de
células dendriticas e linfocitos induzida por IL-1p e TLR era comparavel em relacao
as células selvagens. A producdo das citocinas pré-inflamatorias, IL-6 e TNF-a foi
significativamente reduzida apds o tratamento com IL-1B e LPS em baixas doses,
mas ndo em doses letais de LPS. Portanto, o Tollip, controla a magnitude da
producdo de citocinas inflamatérias em resposta a IL-1 e LPS (DIDIERLAURENT
et al., 2006).

Os estudos imunogenéticos tém demonstrado que polimorfismos de base
Unica (SNPs - single nucleotide polymorphisms) dos genes de TLR e de TOLLIP,
podem influenciar funcionalmente na maior ou menor expressdo, producdo e
secrecdo de moléculas envolvidas nas vias de sinalizacdo das proteinas destes

genes, contribuindo ou n&do para maior suscetibilidade a TB.

2.4. ESTUDOS IMUNOGENETICOS NA TUBERCULOSE

Os estudos imunogenéticos sao importantes ferramentas na deteccdo de
varias doencas. Barreiro et al. (2012) , realizaram um estudo de mapeamento de loci
de tracos quantitativos de expressdo (eQTL) associados a variacado funcional na
resposta imune contra Mycobacterium tuberculosis, em células dendriticas (DCs)

primérias de 65 individuos, antes e ap0s a infecgéo pelo bacilo da TB. Neste estudo,
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198 eQTL foram associados a variacdo nos niveis de expressao génica em DCs.
Estes loci estdo associados a variacao regulatéria natural, que provavelmente afeta
a interacao do individuo a M. tuberculosis. Ao compararem esses resultados eQTL
aos do genome-wide association study (GWAS) para TB pulmonar, corroborou para
a provavel associacdo genética com a doenca. Dentre os varios loci o MAPK
fosfatase DUSP14, em especial, s&o genes promissores associados a

suscetibilidade para TB pulmonar.

A partir dessas pesquisas do genoma humano, € inevitavel investigar também
os fatores epigenéticos que podem estar relacionados ao risco a doencas e que
influenciam o impacto da variacdo genética na associacdo da doenca. Os fatores
epigenéticos incluem metilacdo do DNA, acetilacdo de histonas e mediadores, como
microRNAs (miRNAS), etc. A metilacdo do DNA e a acetilacdo de histonas regulam
a taxa de transcricdo e/ou a expressao especifica de tecidos de genes sem alterar a
sequéncia de DNA (AZAD et al., 2012).

No entanto, avaliar as contribuicbes e as consequéncias funcionais de
variacdes genéticas especificas (polimorfismos) no genoma humano para suscitar
suscetibilidade ou resisténcia a TB continua a ser um desafio com muitas perguntas
a serem respondidas, e é integrativo os esforcos para compreender oS mecanismos
genéticos envolvidos na evasdo do Mycobacterium e na influéncia da resposta
imune do hospedeiro (AZAD et al., 2012).

A avaliacao das contribuicdes e as consequéncias funcionais das variacées
genéticas especificas (polimorfismos) com caracteristicas de risco ou protecdo para

TB no hospedeiro estdo sendo investigadas em varios paises (Quadro-1).

Quadro 1 - Estudos de polimorfismos em genes, envolvidos na resposta imune, associados a
tuberculose (TB) pulmonar e/ou extrapulmonar:

Ordem Autores Gene Polimorfismo Populacéo Categoria

Associacéo

1 WILKINSON etal.  \5p 25(0H)DT/Tt Asia Pulmonar risco

2000 Extrapulmonar
2 AKAHSOSOF?')I etal IL12 IL-12RB2A/G Japéo Pulmonar risco
3 ATES etal. 2008 IL10/TN  -308GA/ 1,082 Istambul Pulmonar risco
F GA Extrapulmonar
4 SESHADRI et al. CDh1 089A/G Vietna Pulmonar risco

2014

5 BHARTI etal. 2014 TLR9 1486C/T india Pulmonar risco
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CAMP 972CG/ 812AG - Pulmonar .
6 CAMPOS etal. 2014 [erp1 065 CCAGGCC Mexico Extrapulmonar rsco
IL17A 795G/C . =
7 MILANO et al. 2016 L6 036C/T Brasil Pulmonar protecao
8 HIJIKATA et al. 2016  PYSPL 838A/A Alrica Pulmonar protecio
4 Ocidental
IL2/1L4 T330G/C589T A .
9 BUTOV et al. 2016 IL10 G1082A Ucrania Pulmonar risco
10 AGGEZLOOlg etal MYD88 938C/A Grécia Pulmonar risco

2.5. POLIMORFISMOS DO GENE TOLLIP

Os polimorfismos de nucleotideos uUnicos (SNPs - Single nucleotide
polymorphisms ) tém sido, nas ultimas duas décadas, o foco de muitas pesquisas,
considerando que uma Unica alteracdo no gene pode afetar o individuo, ou ainda a
somatdria ou combinacdo de fatores genéticos e ambientais podem ser relevantes
biologicamente e influenciar na evolucdo e desfecho de diversas doencas
(OLIVEIRA et al., 2011).

Dentre os genes relacionados ao sistema imune, ha o gene TOLLIP, que
codifica para a proteina Tollip, que regula negativamente as vias de ativacdo e
sinalizacdo do IL-1R, TLR2 e TLR4, inibindo as fungdes de NF-kB, alterando a

producéo de citocinas pro-inflamatéria como IL-6 e TNF-a. (SHAH et al., 2012).

A partir desse conhecimento funcional sobre o Tollip e também devido aos
trabalhos ja descritos, associando os polimorfismos dos genes de TOLLIP a
doencas infecciosas e inflamatdrias, torna-se relevante conhecer melhor sobre os

SNPs que podem estar associados a TB.

Nos seres humanos o gene TOLLIP esta localizado no cromossomo 11 na
regido pl5.5 e conttm 6 exons que se traduzem em uma proteina de 274
aminoacidos. Quatro isoformas de Tollip foram caracterizadas em macrofagos
humanos (CAPELLUTO, 2012).

Nos estudos realizados em pacientes de TB utilizando os SNPs rs5743899 e
rs3750920, foi verificado que o gendtipo GG (rs5743899) estaria associado ao
aumento da IL-6 na resposta ao Mycobacterium tuberculosis (SHAH et al., 2012).




Outros estudos foram realizados investigando os mesmos polimorfismos do
gene TOLLIP para doencas como a leishmaniose cuténea, infec¢do por rinovirus

(RV) na asma, hanseniase e malaria conforme descrito a seguir.

No estado do Amazonas, Brasil, Araujo et al. (2015) investigaram o0s
polimorfismos no gene TOLLIP em pacientes com leishmaniose cutanea (LC),
demonstrando que houve associacao significativa de SNPs de TOLLIP rs5743899
(alelo G) e rs3750920 (alelo T) para risco a LC, causada por Leishmania
guyanensis. No entanto, esta associacdo dos alelos a CL ndo é absoluta, pois esses
alelos também estdo presentes nos controles saudaveis das mesmas areas
endémicas. Estes resultados, ou seja, estes SNPs de TOLLIP podem ser
adicionados a varios outros fatores de risco para LC, considerando que esta é uma
doenca complexa, nos quais varios fatores, tanto genéticos quanto ambientais,

podem atuar em conjunto no desenvolvimento da doenca.

O SNP rs5743899 de TOLLIP também foi investigado na infec¢cdo por
rinovirus (RV) na asma. Esta condicdo, € a principal causa de exacerbacdo da
asma, induzindo varios niveis de inflamacdo das vias aéreas. As células epiteliais
tragueobronquicas humanas (ETBH) de doadores sem doenca pulmonar foram
cultivadas para determinar respostas pré-inflamatérias e antivirais a IL-13 e RV16.
Individuos com as asmas de gendtipos AG ou GG em comparagdo com o genotipo
AA, para SNP rs5743899 de TOLLIP, demonstraram maior limitacdo ao fluxo aéreo.
As células ETBH com AG/GG expressaram menos Tollip. Apos o tratamento com IL-
13 e RV16, as células com AG/GG (versus AA) produziram mais CXCL8 (IL-8) e
expressaram menos genes antivirais, o que foi associado ao aumento da atividade
de NF-kB. Estes resultados sugerem que o polimorfismo do gene de TOLLIP, SNP
rs5743899, pode predizer a resposta variavel das vias aéreas a infec¢do por RV na
asma (HUANG et al. 2016).

Outro estudo foi realizado por Shah et al. (2016) que analisaram a expressao
de RNA mensageiro (mMRNA) de genes imunes, em biopsia de pele de pacientes
com hanseniase, que é uma doenca crénica com acometimento da pele e nervos
periféricos. Na hanseniase ha alteracdo da resposta imune do hospedeiro, que ndo
consegue controlar a acdo contra Mycobacterium leprae. O mRNA de TOLLIP foi

altamente correlacionado como antagonista de IL-1R (IL-1Ra).
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Ainda no estudo de Shah et al. (2016) o SNP de TOLLIP rs3793964 TT foi
associado ao aumento da suscetibilidade a hanseniase e ao aumento da expressao
cutanea de Tollip e IL-1Ra. A estimulagcdo com M. leprae de mondcitos deficientes
em TOLLIP, produziu significativamente menos IL-1Ra, em comparacdo com o
controle. Esses dados sugerem que M. leprae regula positivamente IL-1Ra por um
mecanismo Tollip-dependente. A inibicdo de Tollip pode diminuir a suscetibilidade
de um individuo a hanseniase e oferecer um novo alvo terapéutico para doengas

dependentes de IL-1.

As variantes rs3750920 e rs5743899 de TOLLIP também foram investigadas
nos pacientes com malaria, causada por Plasmodium vivax na Amazoénia brasileira,
nos municipios de Manaus e Careiro. Neste estudo foi demonstrado a associacao
do alelo T com a variante rs3750920, que predispde a suscetibilidade a malaria
(BRASIL et al., 2017).

Os polimorfismos do gene TOLLIP podem estar envolvidos na regulacao
negativa de respostas imunoldgicas, levando a maior chance para o
desenvolvimento as doengas, conforme comentado nos paragrafos anteriores. Em
relacdo a TB, embora ja tenham sido descritos SNPs de TOLLIP: rs5743899 (Shah
et al., 2012), rs3750920 (Shah et al., 2012), rs4963062 e rs5743867 (HALL et al.,
2015) associados a doenca, ainda ha muitas controvérsias, pois o0 SNP de TOLLIP
rs3750920 parece estar associado a protecdo para TB, pelo aumento na producéo
de mRNA.

Finalmente, é evidente que os genes de TOLLIP exercem um papel crucial na
resposta imune inata a diversos patdgenos, assim como para o bacilo causador da
TB, as investigacbes dos polimorfismos imunogenéticos podem certamente
contribuir para o melhor entendimento acerca dos mecanismos envolvidos na
regulacdo da resposta imunolégica na TB. Por isto, a proposta deste trabalho foi

analisar a frequéncia do SNP (rs5743899) em pacientes com TB pulmonar.
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3. OBJETIVOS
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3.1. OBJETIVO GERAL:

Avaliar o polimorfismo do gene TOLLIP (rs5743899) em pacientes com tuberculose

(TB) pulmonar.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

3.2.1. Estimar a frequéncia do polimorfismo (SNP) do gene TOLLIP (rs5743899) em

pacientes com TB pulmonar e controles.

3.2.2. Analisar a possivel associacdo do gene TOLLIP (rs5743899) para protecdo ou

suscetibilidade a TB pulmonar.

3.2.3. Avaliar se o polimorfismo do gene TOLLIP (rs5743899) pode estar
relacionado a concentragdo da citocina IL-13 em pacientes com TB pulmonar e

controles.
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4. MATERIAIS E METODOS
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4.1. TIPO DE ESTUDO

O estudo foi observacional prospectivo para investigacdo de polimorfismo de base
Unica (SNPs) no gene de TOLLIP em pacientes com tuberculose (TB) e contatos,

com foco na TB pulmonar.

4.2. POPULACAO DE REFERENCIA

Para a realizacdo deste estudo foram estudados grupos provenientes da regiao
Norte, de ambos os sexos, com idade entre 18 a 60 anos, os quais foram recrutados

na Policlinica Cardoso Fontes.

4.3. INFORMACOES ETICAS

Este projeto esta vinculado ao projeto maior sob titulo Polimorfismos de base Unica
(SNP) em genes de inflamassomas associado a tuberculose extrapulmonar, foi
avaliado pelo CEP-UFAM e aprovado em, 17 de agosto de 2016, sob N° CAAE
57978916.3.0000.5020. Vale ressaltar, que embora o projeto aprovado pelo CEP
tenha como foco a tuberculose extrapulmonar, os pacientes com tuberculose

pulmonar e controles também estdo contemplados neste projeto.

4.4. GRUPOS ESTUDADOS
4.4.1. GRUPO 1: Pacientes com TB pulmonar

Os pacientes com TB pulmonar que foram incluidos neste estudo, estavam no inicio
do tratamento, com resultados de exame positivo para Mycobacterium tuberculosis,
por: Pesquisa de BAAR (baciloscopia) positiva ou GeneXpert MTB positivo para M.
tuberculosis ou cultivo positivo para M. tuberculosis.

4.4.2. GRUPO 2: Controle
Este grupo foi constituido por individuos sadios, sem sintomas respiratérios para TB

pulmonar, a maioria teve contato com pacientes com TB pulmonar ou

extrapulmonar.
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4.5. CRITERIOS DE INCLUSAO

Pacientes com diagnéstico clinico e/ou laboratorial para TB pulmonar e os

individuos controles, assintomaticos e sem historia pregressa para TB pulmonar.

4.6. CRITERIOS DE EXCLUSAO

N&o foram incluidos individuos que apresentavam doencas como: cancer,
diabetes, Aids, hepatites e doengas autoimunes. Além disso, ndo foram incluidos os
individuos HIV positivos, gestantes, transplantados ou que estavam fazendo uso de

algum medicamento imunorregulador.

Foram excluidos pacientes que obtiveram resultado de cultivo do escarro
para micobactérias ndo causadoras de TB. Individuos do grupo controle que no
decorrer do projeto apresentaram sintomas respiratorios e/ou resultados positivos

para baciloscopia e cultivos positivos para M. tuberculosis.

4.7. RECRUTAMENTO DOS PACIENTES E CONTROLES

O recrutamento dos pacientes e controles foi na Policlinica Cardoso Fontes.
As coletas das amostras foram realizadas no setor de coleta da préopria Policlinica

Cardoso Fontes.

4.7.1. Os pacientes de TB pulmonar que estavam iniciando ou ja estavam em
tratamento foram recrutados no setor de “Aprazamento 1”, local onde rotineiramente
sao fornecidas as informacfes sobre o tratamento e as autorizacdes para liberacao
dos medicamentos. O convite para participar do projeto foi realizado pelo funcionario
da Policlinica, antes ou depois do atendimento destes pacientes no setor de

“‘Aprazamento 1”.

4.7.2. Os individuos saudaveis acompanhantes de outros pacientes da Policlinica
foram convidados a participar do projeto, antes ou apds os atendimentos daqueles

pacientes nos respectivos setores.
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4.8. SELECAO DOS PACIENTES E INDIVIDUOS SADIOS

4.8.1. Selecdo de pacientes com TB pulmonar:
Para inclusdo dos pacientes no projeto foi realizada uma selecéo aleatoria

simples, no qual todos os pacientes tinham a mesma chance de entrar no projeto.
Foi realizado o sorteio do numero dos prontuarios dos pacientes com TB.

4.8.2. Selecado dos Individuos sadios:
Os individuos sadios eram os acompanhantes de pacientes atendidos na

Policlinica Cardoso Fontes.

4.9. COLETA DE DADOS
A explicacéo do projeto, a leitura e a assinatura do Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (TCLE) e a coleta de dados epidemiol6gicos (entrevista), foi
realizada no setor de “Aprazamento 1”. O referido setor € um local reservado e livre
de barulho onde o paciente normalmente recebe as orienta¢cdes sobre tratamento

sem interferéncias externas.

4.10. CALCULO AMOSTRAL

Para realizar o calculo do tamanho da amostra tomou-se como base 0s
dados disponibilizados pela Policlinica Cardoso Fontes. No ano de 2015, a
Policlinica diagnosticou o total de 395 casos novos de TB pulmonar. O célculo
aproximado de amostras necessarias para o projeto foi realizado pelo programa
Gpower versao 3.1. Os parametros utilizados no programa foram: a = 0,05 (5%), B=
0,1 (10%), poder da amostra = 0,95. O resultado estimado pelo programa foi de 195
pacientes com TB pulmonar e 0 mesmo numero para 0os controles, sendo o total

estimado de 390 participantes.

4.11. AMOSTRAS BIOLOGICAS E EXAMES A SEREM REALIZADOS

As amostras biologicas dos pacientes e individuos sadios foram coletadas na
sala de coleta da Policlinica Cardoso Fontes. Neste local foram realizados os
exames rotineiros, a Baciloscopia direta e/ou GeneXpert MTB. Para os Laboratérios
de Micobacteriologia do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) e de
Imunologia Molecular da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) foram
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encaminhados 0 escarro e 0 sangue respectivamente, para a realizacdo dos

seguintes exames:

4.11.1. Exames Bacteriologicos e de Biologia Molecular

As amostras de escarros coletadas foram encaminhadas ao Laboratorio de
Micobacteriologia do INPA, estas foram registradas e receberam um codigo
numeérico e a data da coleta. Os escarros foram submetidos aos exames de
baciloscopia concentrada (SALEM et al., 1990), sendo que a colorag&o da lamina foi
realizada conforme a técnica de Kinyoun (Kent & Kubica, 1985) e posteriormente
visualizada em microscopio 6ptico de campo claro, em objetiva de imersdo, com
aumento de 1000X. O cultivo do escarro foi executado pelo método de PKO
(SALEM et al., 2007).

Para identificacdo de M. tuberculosis por PCR, a extracdo de DNA dos
isolados micobacterianos foi realizada de acordo com Leédo et al. (2004). Uma
alcada do cultivo em meio sélido foi transferida para um microtubo contendo 100 pL
de agua ultrapura, incubado a 95°C por 60’, centrifugado a 14.000 x g por 5. O
sedimento foi ressuspendido com solucao salina e centrifugado. Foram adicionados
0,2 mL de tampéo de TET (Triton X-100 a 1% em TE). A suspenséo foi incubada a
100°C por 10 minutos e armazenado a -20°C até sua utilizacdo. Para a PCR, 5 L
do sobrenadante (20-200 ng de DNA) foram utilizados.

A PCR com primers (iniciadores) para a sequéncia de insercao 1S6110 do
Complexo M. tuberculosis, foi realizada de acordo com Ledo et al. (2004). Para cada
reacdo de amplificacdo de DNA, a concentracao final dos reagentes em um volume
final de 25 uL foi: KCI 50 mM, Tris-HCI 10 mM (tampédo da Tag DNA Polimerase),
1,5 mM MgCl2, 100 mM dNTP, 0,2 uM de cada primer INS-1 (5' - CGT GAG GGC
ATC GAG GTG GC-3)e INS-2 (5 - GCG TAG GCG TCG GTGACAAA-3)e1U
de Tag DNA Polimerase. Os parametros de amplificacdo foram: 94°C por 4 minuto,
35 ciclos a 94°C por 1 minuto, 66°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto, em

termociclador Veriti da Applied Biosystems.
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Os produtos de PCR (245 pb) foram observados apos eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, corado com SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen), em

transiluminador de luz azul (Safe Imager) (Invitrogen).

Os isolados de M. tuberculosis das amostras de escarro obtidos no cultivo
foram armazenados em biorrepositério em freezer -80°C, mantidos no Laboratério
de Micobacteriologia do INPA, sob responsabilidade do pesquisador Mauricio
Morishi Ogusku, conforme estabelecido pela Resolugcdo CNS N° 441, de 12 de maio
de 2011. Para a realizacdo de pesquisas futuras com os isolados de micobactérias
das amostras de escarro, sera feita submissédo do novo projeto ao CEP-CONEP, e
também a formulacdo de um novo TCLE para o consentimento dos participantes da

pesquisa, para uso de suas amostras biolégicas armazenadas no biorrepositorio.

4.11.2. Extracdo de DNA de sangue periférico e Genotipagem (PCR-RFLP)

As amostras de sangue periférico foram coletadas (5 mL) em tubos contendo
EDTA, para os ensaios de PCR-RFLP. Estas amostras foram encaminhadas ao
Laboratério de Imunologia Molecular (LIM) do Instituto de Ciéncias Biologicas-
ICB/UFAM. Neste local a amostra foi registrada e recebeu um cédigo numérico e a
data da coleta. Este numero foi etiquetado no tubo de sangue e na sequéncia
submetida a extracdo de DNA, pelo método de sais de brometo de tetrametilamdnio
(DTAB/CTAB), adaptado de Gustincich et al., 1991.

As amostras de DNA foram quantificadas em espectrofotdbmetro de luz UV
(GeneQuant pro, Pharmacia) e armazenadas em biorrepositorio a -20°C, no freezer

do LIM/ICB/UFAM, em tubos de polipropileno devidamente codificados e datados.

O estudo de polimorfismo do gene TOLLIP foi realizado pela investigacao da
variante rs5743899 por PCR-RFLP, conforme Araujo et al. (2015). Em resumo, para
cada reacao de amplificacdo de DNA (200 ng), a concentracao final dos reagentes
em um volume final de 25 uL foi: KCI 50 mM, Tris-HCI 10 mM (tampéo da Taqg DNA
Polimerase), 1,5 mM MgCl2, 200 uM dNTP, 0,1 uM de cada rs5743899F (5’ - GGC
AAT GGC AGT GGC CAC CAG TGA - 3') e rs5743899R (5' -CCG ATGCCC GCA
CAC CTG TGT GAT - 3') e 1 U de Tag DNA Polimerase. Os parametros de

amplificagédo foram: 95°C por 5 minutos, 40 ciclos a 95°C por 15 segundos, 62°C por
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15 segundos e 72°C por 30 segundos, em termociclador Veriti da Applied

Biosystems.

Os produtos da PCR (279 pb) foram observados ap0s eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, corado com SYBR Safe DNA (Invitrogen), em transiluminador de

luz azul (Safe Imager) (Invitrogen).

Posteriormente, o produto da PCR (10 ulL) foi digerido em um volume final de
15 uL, contendo 2 U da enzima de restricao Hhal (New England Biolabs) e seu
respectivo tampao CutSmart. A reagdo de digestdo foi incubada a 37°C em

termobloco, por no minimo 3 horas.

Os fragmentos da restricdo foram visualizados apos eletroforese em gel de
agarose (3%), corado com SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen), em

transiluminador de luz azul (Safe Imager) (Invitrogen).

Os DNAs extraidos das amostras de sangue de pacientes e individuos sadios
foram armazenados no freezer a -20°C e estdo sob responsabilidade da professora
Aya Sadahiro, no Laboratério de Imunologia Molecular (LIM), do Instituto de
Ciéncias Biolégicas-ICB/UFAM, sem fim comercial, no prazo de 10 anos. O
armazenamento das amostras biolégicas ocorreu com a autorizagdo dos pacientes
e individuos sadios no ato da entrevista com a assinatura do TCLE consentindo de
forma esclarecida, livre e autbnoma, a autorizacdo do armazenamento das suas
amostras. As amostras biolégicas foram armazenadas, conforme estabelecido pela
Resolucdo CNS N° 441, de 12 de maio de 2011. Estas amostras poderdo ser
utilizadas para pesquisas futuras, mas primeiramente serd feito a submisséo de um
novo projeto ao CEP-CONEP, e também a formulacdo de um novo TCLE para o
consentimento dos participantes da pesquisa, para uso de suas amostras biolégicas

armazenadas no referido biorrepositorio.

4.11.3. Quantificacao de Interleucina-1p (IL-1B)

A guantificacdo de IL-1p foi executada em amostras de plasmas, pela técnica
de ELISA, com kit comercial ELISA MAX™ Deluxe Sets (BioLegend), de acordo com

as recomendacOes do fabricante. Amostras de plasmas foram obtidas a partir de
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sangues coletados sem estimulos (controle negativo), com estimulos de antigenos
de M. tuberculosis (ESAT-6, CFP 10 e TB.7.7) e mitégeno (controle positivo) do Kit
comercial QuantiFERON TB Gold, in tube (Cellestis). A leitura foi realizada em
espectrofotometro para placas de 96 pocos (BioRad), foi lida em 450 nm. Os
resultados foram liberados em D.O (densidade otica) e em seguida convertidos em

pg/mL.

4.12. ANALISE ESTATISTICA

Para os dados gerais dos pacientes e controles foi realizada a estatistica descritiva.
Para analise dos resultados das genotipagens foram aplicados o teste do desvio de
equilibrio de Hardy-Weinberg e na sequéncia o teste de qui-quadrado para
avaliagdo de associacdo. Estes dois testes foram realizados pelo aplicativo
disponivel no sitio: https://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl

Para avaliagao dos resultados de citocinas foram utilizados o teste de ANOVA (para
comparacao de 3 grupos) e o teste t student (para comparacdo de 2 grupos), 0O

programa utilizado foi o GraphPad Prism, verséo 6.0.

O nivel de significancia adotado foi de p<0,05, com o intervalo de confianca de 95%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
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No total foram coletadas 547 amostras de sangue, sendo 251 de pacientes
diagnosticados para tuberculose (TB) pulmonar e 296 de individuos controles. Do
total de amostras coletadas, 224 de pacientes e 274 de controles foram genotipadas
com sucesso para o0 polimorfismo de TOLLIP (rs5743899), ou seja,
aproximadamente 91%. As amostras ndo genotipadas foi por ndo ter alcancado
sucesso nas etapas de extracdo ou de amplificacdo do DNA, provavelmente, pela

existéncia de algum interferente na amostra.

Além disso, 67 amostras de sangue de pacientes (n=30) e controles (n=37)
foram estimuladas com antigenos de Mycobacterium tuberculosis e Mitégeno, pelo
Kit do Quantiferon TB Gold (in tube method). E no plasma dessas amostras foram

dosadas a citocina IL-1.

5.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA POPULACAO

Os dados das caracteristicas gerais dos pacientes e controles estao descritos
na Tabela 1. Os resultados em relacdo a idade e sexo sd0 comparaveis aos
relatados pela maioria dos estudos epidemiolégicos para Tuberculose (TB),
demonstrando que a doenca € mais frequente nos homens e na fase produtiva de

trabalho, tendo um grande impacto social.

Quanto a naturalidade, o maior percentual foi de pacientes e controles
oriundos da cidade de Manaus. Este resultado ja era o esperado, considerando que
o recrutamento foi realizado na Policlinica Cardoso Fontes. Além disso, outro dado
relevante publicado recentemente no Boletim epidemiolégico do Ministério da Saude
(BRASIL, 2017), a cidade de Manaus, dentre as capitais brasileiras, apresentou o
maior coeficiente de incidéncia da TB em 2016, com 93,2 casos de TB/100 mil

habitantes.
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Tabela 1. Caracteristicas gerais dos pacientes de TB pulmonar e controles (contatos
saudaveis).

Caracteristica Pacientes de TB (n=251) Controles (n=296)
Idade (anos) (Média e Desvio padrdo) 40,0+ 14 36,0£12

Género:

Masculino 60.2% 57,1%

Feminino 39,8% 42,9%

Naturalidade:

Manaus 52,2 % 52,4%
Outros municipios do Amazonas 26,7 % 25,0%
Municipios de outros estados 21,1 % 22,6%

5.2 GENOTIPAGEM DE TOLLIP (rs 5743899)

As amostras de DNA foram genotipadas por RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism), conforme descrito em materiais e métodos. Na figura 3
constam algumas amostras, do presente estudo, que foram amplificadas, formando

um produto de 279 pares de base.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

|

B 2k
'

Figura 3: Gel de agarose a 1,5%, corado com SYBR safe DNA gel stain, Ladder de 50 pb (L), produtos
amplificados de 279 pb (1-9) e controle negativo (10).

Na proxima figura 4, estdo também amostras amplificadas, que foram
submetidas a digestdo, pela enzima de restricdo Hhal, e apos este processo, foi

realizada a genotipagem de acordo com o perfil eletroforético.
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Figura 4: Gel de agarose a 3,0%, apds digestdo dos produtos amplificados com a enzima Hhal, corado com
SYBR safe DNA gel stain, Ladder de 50 pb (L) e genétipos: AA de 218pb e 61pb (1,3,4,8,10), GG de 125pb,
93pb e 61pb (6,9), AG 218pb, 125pb, 93pb e 61pb (2,5,7) e controle negativo (11).

A distribuicdo das frequéncias genotipicas de TOLLIP (rs5743899)
observadas, nos grupos dos pacientes com TB pulmonar e controles, esta
apresentada a figura 5.

60,0 - M Pacientes (n=224)

50,0 | m Controles (n=274)

40,0 -

30,0 -

20,0 -

Frequéncia (%)

10,0 -

0,0 -

AA AG GG
Genotipos de TOLLIP (rs5743899)

Figura 5: Distribuicdo da frequéncia dos genétipos de TOLLIP (rs5743899) em pacientes com TB pulmonar
(n=224) e controles (n=274).

As frequéncias dos genétipos de TOLLIP (rs5743899) observadas em
pacientes: AA 50,9%; AG 38,8 % e GG 10,3% e em controles: AA 53,3%; AG 39,1
% e GG 7,7%, foram comparaveis as frequéncias observadas nos trabalhos
realizados no estado do Amazonas por Araujo et al., (2015) e Brasil et al., (2017),
com pacientes e controles para Leishmaniose e Malaria, respectivamente. Em

relacdo ao estudo realizado no Vietnam por Shah et al., (2012), envolvendo tanto



pacientes com TB pulmonar e extrapulmonar, a frequéncia do genoétipo GG (22,0%)
foi o dobro do observado no nosso estudo. Além disso, os autores encontraram uma

forte associacdo deste gendtipo ao risco para TB.

A frequéncia do alelo menor (MAF), o alelo G, no nosso estudo foi de 29,7%
nos pacientes e 27,2% nos controles (Tabela 2) a para verificar se o polimorfismo de
TOLLIP esta associado ao risco ou protecdo para TB pulmonar, ndo foi identificado
nenhum alelo ou gendtipo associado para doenca, conforme dados contidos na
Tabela 2. Este resultado difere do observado por Shah et al. (2012) que encontrou

forte associacéo do genotipo GG para TB.

Tabela 2. Andlise de associacdo do polimorfismo genético de TOLLIP em pacientes
com TB pulmonar e Controles:

Polimorfismo Pacientes Controles

0,

TOLLIP (1s5743899)  n=224(%) N=274(%) OR (IC95%) Valor p
AIA 114 (50,9) 146 (53,2) 0,9086 (0,6380 —1,294) 0,6589
AIG 87 (38,8) 107 (39,1)  0,0911(0,6900 —1,424)  0,9648
GIG 23 (10,3) 21(7,7) 1,3790 (0,7416-2,563)  0,3899
A 315(70,3) 399 (72,8) 0,844 (0,6707—1,166)

0,4239
G 133(29,7) 149 (27,2)  1,1310 (0,8574-1,491)

O teste aplicado foi o qui-quadrado com correcéo de Yates, e OR (Odds Ratio) com IC 95%
(Intervalo de Confiancga).

O gendtipo GG de TOLLIP hipofuncional tem sido associado a suscetibilidade
para TB, reduzindo a regulacéo negativa e permitindo a livre ativacéo e sinalizacao
intracelular do TLR (Toll like receptor), e assim contribuindo para o aumento das
concentragfes de citocinas pro-inflamatérias (SHAH et al., 2012).

Ha uma grande e longa discussédo na TB sobre protecdo e risco, quando se
trata das respostas inflamatérias, tanto em estudos com modelo experimental
(SMITH et al., 2002; EHLERS, 2003), quanto estudos em humanos (FIORENZA et
al., 2005). Por exemplo, o TNF-alfa dependendo das circunstancias, que pode estar
associado ao duplo papel de proteger e prejudicar o hospedeiro durante a resposta
imune ao bacilo da TB (STENGER, 2005; ATES et al., 2007; SMITHA et al., 2011,
CILFONE et al., 2013; CARDONA, 2017).
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Em atencdo aos dados apresentados por Shah et al. (2012), observamos que
0 genodtipo GG de TOLLIP (rs5743899) teve frequéncia de 10% nos pacientes
versus 7,7% nos controles, mas apos as analises estatistica ndo foi observada a
maior chance de risco para TB. Neste caso, o ideal seria ampliar o nimero amostral,
para verificar se estes resultados serdo mantidos ou se o gendtipo, em questao,
esta de fato associado a risco para TB. Além disso, outra contribuicdo importante
seria investigar as concentracdes de citocinas pro-inflamatorias, como a IL-1p,
considerando que a proteina Tollip, atua na sinalizacéo dos receptores de TLR.

Por este motivo, a etapa de determinacéo da citocina IL-1p s6 foi incluida no

estudo posteriormente ao inicio deste estudo.

5.3 QUANTIFICACAO DE IL-1B

As amostras de plasmas, a partir de células sanguineas submetidas ao teste
de Quantiferon TB Gold (method in tube) foram analisadas para IL-1p. Foram
testadas 67 amostras, sendo 30 de pacientes com TB pulmonar e 37 controles. De
cada individuo foram obtidas 3 (trés) amostras de plasmas: a) sem estimulo
(controle negativo), b) estimuladas com antigenos de M. tuberculosis (ESAT-6, CFP
10 e TB.7.7) e c) estimuladas com mitdgeno (controle positivo). Os resultados
obtidos para IL-13 em pacientes e controles estdo apresentados nas Figuras 6A e
6B.
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IL1p Pacientes n=30 (IL1B Controles n=37)
Figura 6: Concentragdo de IL-13 (pg/mL) em amostras de plasmas obtidas do sangue de pacientes com TB
pulmonar (A) e controles (B). Teste de ANOVA foi aplicado: (A) SE vs Ag_Mtb vs Mitdgeno p=0,0009 (Tukey:
SE # Mitégeno; Ag_Mtb # Mitégeno); (B) SE vs Ag_Mtb vs Mitégeno p=0,0001(Tukey: SE # Mitdégeno; Ag_Mtb
# Mitdgeno). SE: sem estimulo; estimulados Ag_Mtb: antigeno de Mycobacterium tuberculosis
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Nos resultados para as amostras de pacientes de TB pulmonar (Figura 6A),
mesmo “sem estimulos”, indicaram que 4/30 individuos apresentaram
concentracOes elevadas para IL-13, acima de 200 pg/mL. No entanto, a maioria dos
pacientes, 23/30, apresentaram concentracées de IL-1p inferiores a 50 pg/mL e,
destes, 13/23 individuos tiveram resultados inferiores a 10 pg/mL de IL-1B. Estes
resultados sugerem que a maioria dos pacientes com TB, na doenca ativa, mantém
a producéo de IL1-B, em nivel sistémico, mesmo em concentracdes mais baixas, e
esta producdo, certamente, é controlada pela imunidade inata, para que respostas

imunes intensas nao ocorram.

O fato é que nos pacientes que apresentaram concentracdes elevadas de IL-
18, é provavel que o sistema imune ndo esteja conseguindo controlar
adequadamente a expressao desta citocina, ou € a resposta desejada, para a fase
aguda na TB, conforme descrito por Mayer-Barber et al., (2014), que sugere o papel
protetor da IL-1p no estagio inicial da infeccdo por M. tuberculosis, por induzir a

producdo de ecosanoides, na resposta inflamatdria, e assim limitar a acdo do bacilo.

Em relacdo as amostras de pacientes submetidas a estimulos para antigenos
de M. tuberculosis, esperava-se observar concentracbes mais elevadas de IL-1j,
porém a média das concentrac¢des da IL-1p foi mais elevada (Figura 6A), em relacao
aos dados “sem estimulo”. No entanto, ndo houve diferenca estatisticamente

significante.

Os resultados obtidos nas amostras estimuladas com mitdgeno, houve
diferencas significativas nas concentracdes de IL-13 em comparacdo aos estimulos
com antigenos de M. tuberculosis e sem estimulos (Figuras 6A e 6B), certamente

por ser um estimulador celular inespecifico.

Na analise dos resultados do grupo controle (Figura 6B), as amostras
apresentaram concentracdes de IL-1p comparaveis aos resultados observados no
grupo dos pacientes (SE, Ag_Mtb e Mitdgeno). A presenca de IL-13, nas amostras
“sem estimulo”, pode ser justificada pelo fato do grupo controle ser formado,
prioritariamente, pelos contatos dos pacientes de TB e, assim, 0 sistema imune

inato, parece estar continuamente sendo ativado.
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Andlises entre as concentracfes de IL-1B de pacientes versus controles
foram testadas, mas ndo houve diferencas estatisticamente significativas,
considerando que os resultados, conforme citado anteriormente, foram comparaveis

entre 0s grupos.

5.4 ANALISE DE IL-1B versus GENOTIPOS de TOLLIP (rs5743899)

A avaliacdo entre as concentracfes de IL-13 e os genotipos de TOLLIP
(rs5743899), estdo representados a figura 7. Para esta analise, s6 foi possivel
guantificar a IL-1 em 19 pacientes com TB pulmonar e 24 controles, pois somente

estas amostras tinham resultados combinados para IL-1 e gendétipos.
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Figura 7: Andlise das concentragfes de IL-1f e gendtipos de TOLLIP (rs 5743899) AA vs AG. Amostras de
Pacientes TB estimulados com Antigenos Mtb p=0,8923 (A) ou Mitégeno p=0,1415 (B),; Amostras de
Controles estimulados com Antigenos Mtb p=0,6222 (C) ou Mitégenos p=0,4589 (D); Amostras de
Pacientes TB + Controles, estimulados com Antigenos Mtb p=0,6355 (E) ou Mitdbgeno p=0,1030 (F). Teste
t student foi aplicado. Valor significativo de p= ou < 0,05.

Porém, ndo foi possivel, neste estudo, incluir os dados dos individuos com
gendtipo GG, considerando que inicialmente ndo havia sido prevista a coleta de

sangue para a quantificacao da citocina IL1-p.

Os resultados das andlises, de IL-1p versus gendtipos AA e AG de TOLLIP
(rs5743899), ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas, aos
diferentes estimulos testados (antigenos de Mtb e Mitdgeno). No entanto, observou-
se que as concentracdes de IL-13, nos individuos com genotipo AA para 0S
estimulos com o mitégeno foram elevadas (a maioria acima de 50 pg/mL), sugerindo
gue o genotipo AA pode estar relacionado aos bons produtores de IL-18, mas isto

necessita ser confirmado (Figura7A).

Para este mesmo SNP em TOLLIP (rs5743899), Shah et al., (2012) encontraram
forte associacdo do genoétipo GG, para alta producéo da citocina inflamatoria IL-6,
apos estimulos com ligantes para TLR, em mondcitos de pacientes com TB.
Recentemente, este mesmo grupo de pesquisadores publicou dois trabalhos, um
com hanseniase, indicando que a expressado da proteina Tollip tem correlacdo na
expressdo de IL-1Ra, antagonista, de IL-1p (Shah et al., 2016). Além disso,
demonstrou que a deficiéncia em Tollip foi associada a baixa resposta imune para
BCG e, consequentemente, maior suscetibilidade a desenvolver a doenga (Shah et
al., 2017). Embora, em nosso estudo, ndo tenha sido observada associagdo dos
genotipos de TOLLIP versus citocina IL-13, ndo ha duvidas que o estudo sobre

Tollip é relevante na TB e precisa ser melhor investigado.
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6. CONCLUSOES
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6.1. As frequéncias dos genotipos de TOLLIP (rs5743899) observadas em
pacientes com tuberculose (TB) pulmonar AA 50,9%; AG 38,8 % e GG 10,3% e em
controles: AA 53,3%; AG 39,1 % e GG 7,7%, foram comparaveis as frequéncias
observadas nos trabalhos realizados com as populacfes do estado do Amazonas,

para outras doencas infecciosas.

6.2. N&o houve associacdo, para suscetibilidade ou protecédo, dos gendtipos de

TOLLIP (rs5743899) para TB pulmonar no grupo avaliado.

6.3. A citocina IL-1B apresentou concentragcdes mais elevadas, estatisticamente
significativas, nas amostras estimuladas com mitdgeno, quando comparada as
concentracfes em amostras com estimulos de antigenos e sem estimulos, tanto no

grupo dos pacientes com TB pulmonar, quanto no grupo dos controles.

6.4. Na avaliacdo entre os gendtipos (AA e AG) de TOLLIP (rs 5743899) e IL-1p,

ndo houve influéncia dos gendtipos na concentracao de IL-1p.

Consideracg®es finais:

E de conhecimento que a proteina Tollip exerce um papel regulador durante a
sinalizacdo intracelular de TLR e também de IL1R, assim como esta relacionada a
maior expresséo de IL-1Ra, antagonista de IL-13. No entanto, em nosso estudo nao
foi observada associacdo significativa dos genétipos de TOLLIP (rs5743899) para
TB pulmonar, mas o estudo deve ser ampliado e outras regides génicas de
polimorfismos devem ser investigadas, considerando o papel importante da proteina

Tollip na regulagéo da resposta inflamatoria na tuberculose.
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APENDICE

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

Universidade Federal do Amazonas (UFAM)
Laboratorio de Imunologia Molecular
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos a senhora para participar da Pesquisa Intitulada: “Polimorfismo
de base Unica (SNP) em genes do inflamassoma associado Tuberculose
extrapulmonar”. Neste projeto de pesquisa, iremos estudar se existem mudangas
no material genético-DNA que possam estar relacionados com a forma clinica da
tuberculose. Esta pesquisa contribuird para aumentar o conhecimento sobre como a
resposta imunoldgica a bactéria que causa a Tuberculose, esta relacionada com as
formas clinicas desta doenca. Para este estudo, primeiramente vocé respondera um
guestionario. Depois, vocé ir4 coletar um pouco do seu escarro, ndo causara dor.
Para a amostra de escarro iremos realizar 0s seguintes exames: A baciloscopia e o
cultivo. Depois da coleta da amostra de escarro, serd coletada uma pequena
guantidade de sangue (5 mL). No momento da coleta de sangue, vocé podera sentir
um pouco de dor e posteriormente possa aparecer uma pequena mancha roxa
transitoria, que ird desaparecer em 3 a 4 dias depois da coleta. Mas ndo ira
prejudicar a sua saude, pois, a coleta de sangue sera realizada por um profissional
treinado e ainda para reduzir o risco de contaminacdo o material utilizado como a
seringa, agulha entre outros, serdo limpos e descartaveis, ndo apresentando
qualquer risco de contaminacdo. Qualquer transtorno vocé poderd contactar os
pesquisadores para possivel avaliacdo, e daremos todo atendimento necessario
para reverter o dano ou evento adverso, decorrente da participagdo nesta pesquisa.
Neste estudo, vocé ndo terd nenhuma despesa e também ndo recebera nenhum
beneficio financeiro. Os resultados dos exames serdo informados diretamente para
vocé. E a qualquer momento da pesquisa vocé tera o direito e a liberdade de retirar
seu consentimento, sem dano algum ao seu atendimento. Os resultados da
pesquisa serdo analisados e divulgados nos meios cientificos, sem nenhuma
informacao que possa identificar a identidade dos participantes. A amostra coletada
sera armazenada de acordo com as normas vigentes do Conselho Nacional de Etica
em Pesquisa-CONEP do Ministério da Saude. Além disso, as amostras
armazenadas poderdo ser utilizadas para estudos futuros, mas somente apés a
aprovacdo do novo projeto de pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisa-CEP ou
CONEP, e também com o seu reconsentimento para uso dessas amostras. Para
gualquer detalhe sobre esta pesquisa, basta entrar em contato pelo niamero (92)
991923539 ou e-mail: vanessa_almeidal212@hotmail.com.

Vocé aceita que o seu material biologico seja utilizado em estudos futuros?

O Sim O N&o
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mailto:vanessa_almeida1212@hotmail.com

Vocé quer ser contactado novamente para o reconsentimento do uso do seu
material biolégico em estudos futuros? [ Sim [ Nao

Vocé quer ser informado dos resultados dos estudos futuros? [ Sim [ N&o

Eu, , entendi a
explicacdo dada pelo pesquisador e dou meu consentimento para realizarem 0s
exames para o projeto. Sabendo que n&o vou ganhar nada e que posso sair quando
quiser. Este documento é emitido em duas vias que serdo ambas assinadas por
mim e pelo pesquisador, ficando uma via com cada um de nés.

............ Lo

Assinatura do paciente ou Data

Impresséao do
polegar

Assinatura do pesquisador Data
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Normas para utilizacdo de Biorrepositério
1. Procedimento para armazenamento e uso do material biolégico

a. Declaramos para os fins nesta estabelecidos que apds a coleta das amostras
sanguineas, o material bioldgico sera identificado com etiquetas adesivas contendo
numeracao (por ordem de registro) e data da coleta, o0 armazenado sera realizado a

-20°C e -80°C e as quantidades serao registradas.

b. Em caso de perda ou falta de volume insuficiente de amostra para analise o
material ser4 descartado conforme normas vigentes de oOrgdos técnicos
competentes, e de acordo com o TCLE, respeitando-se a confidencialidade e a

autonomia do sujeito da pesquisa.

c. Sera assegurado a todos os participantes da pesquisa, doadores do material, a
garantia de que resultados obtidos e que sejam de seu interesse |hes seja
comunicada. Para tanto, informacdes sobre endereco para contato e telefone seréo

armazenadas em um programa de computador protegido por senha.

2. Funcionamento do biorrepositério

a. O participante da pesquisa, ou seu representante legal, a qualquer tempo e sem
quaisquer 6nus ou prejuizos, pode retirar o consentimento de guarda e utilizacdo do
material biolégico armazenado no Biorrepositério, valendo a desisténcia a partir da

data de formalizacdo desta.

b. A retirada do consentimento devera ser formalizada por manifestacédo, por escrito
e assinada, pelo participante da pesquisa ou seu representante legal, cabendo-lhe a

devolucdo das amostras existentes.

c. O prazo de armazenamento do material biol6gico humano no Biorrepositério sera

de dez anos.

d. Renovacbes da autorizacdo de armazenamento serdo permitidas apdés

autorizagéo do CEP da Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

e. Ao final do periodo de realizacdo da pesquisa, o material biolégico humano
armazenado deverd ser armazenado ou transferido formalmente para outro

Biorrepositorio ou Biobanco, mediante aprovacéo do CEP.
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APENDICE Il - FICHA DE CADASTRO DE PACIENTES

FICHA DE CADASTRO DE PACIENTES
DATA: / /

N° REGISTROESCARRO_ [/ N° REGISTRO SANGUE _ [/

Nome: Sexo: UM OF
Endereco: Fone:

Data de Nascimento: / / Idade:  Profisséo:

Cidade onde mora: Naturalidade

Naturalidade (Pais): Naturalidade (Avos):

Informag@es Clinicas: Forma clinica da TB:

BCG: [J Nao PPD: (0 Néao Exames de imagens [J N&o [J Sim Tipo:
0 Sim Data: _ /[ [0 Sim [J N&o reator Resultado:
[1 N&o sabe informar 1 Reator mm

Antecedente de Tuberculose:

Pessoal: [ Nao 0 Sim Quando pela 12 vez:

Familiar: (0 Pai [J Tios [J Sogros [ Colega de trabalho [1 M&e [ Primos [J Conjuge [1 Agregados
0 Irméos [ Filho(s) [0 Namorado [J Outros [J Avés [ Cunhado [ Vizinho [J N&o sabe informar

Resultados anteriores de BAAR [0 Ndo [J Sim Onde?

Resultado: 1)  2)

Outros exames:

Apresenta ou apresentou outras doencas?

[0 Tabagismo, quantos cigarros por semana: 00 Outra(s) Qual (is)?

Consume bebidas alc6olicas (1 ndo [ sim, Qual: [J cerveja (1 dose=330mL) [J vinho ( 1 dose 100mL) [ Destilados

(1 dose= 30mL), quantas doses por semana:

Quadro clinico atual:
[0 Tosse [ Expectoracado [J Hemoptise [J Dispnéia [1 Febre [J Dor toracica [J Dor de cabeca [J Emagrecimento [J

Cansaco [J Outros. Quais?

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

[ Est& recebendo tratamento desde: Medicagéo:

Outras informag0es:
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APENDICE Il - FICHA DE CADASTRO DE CONTATOS

FICHA DE CADASTRO DE CONTATOS
DATA: / /

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

Tuberculose na familia: [0 Pai [ Tios [ Sogros [ Colega de trabalho [ M&e O Primos [ Conjuge [

Agregados [J Irm&os [ Filho(s) 0O Namorado [1 Avos [J Cunhado [J Vizinho [ N&o sabe informar [J Outros

Resultados anteriores de BAAR [ Nao [J Sim Onde?
Resultado: 1)  2)
Outros exames:

Apresenta ou apresentou outras doencas?

[0 Tabagismo, quantos cigarros por semana: [ Outra(s) Qual (is)?

Consume bebidas alcoolicas [0 ndo [ sim, Qual: [J cerveja (1 dose=330mL) [J vinho ( 1 dose 100mL)

[ Destilados (1 dose= 30mL), quantas doses por semana:

Quadro clinico atual: [ saudavel, sem sintomas de doenga aparente [J com sintomas, tais como:
[0 Tosse [1 Expectoracdo (1 Hemoptise [ Dispnéia [J Febre [ Dortoracica [1 Dor de cabeca

[0 Emagrecimento [J Cansaco ) outros

Outras nformacdes:
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ANEXO | - PARECER DO COMITE DE ETICA

/(*\ ﬁ )
N PODER EXECUTIVO 1

UFAM MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ~ CEP/UFAM

O Comité de Efica em Pesquisa da Uniwersidade Federal do Amazonas aprovou, em
reunddo ordindria realzada nesta dala, por unanimidade de volos, o Projeta de Pesquisa
protocolado ne CEPIUFAM com CAAE n® 51291815.1.0000 5020, mttulado: “Polimorfismo de
base unica (SNP} em genes do inflamassoma associado a Tuberculose Extrapulmonar®,
lendo comao Pesquisadora Responsdvel Ays Sadahiro.

Sala de Reuniao da Escola de Enfarmagem de Manaus — EEM da Unwersidade Federal do
Aumazonas, em Manaus/Amazonas, 17 de agosto de 2016.

g |

M i WOy Tty WG Tz &y
Prof. MSc. Exana Maria Peraira da Fonseca
Coordenadora CEP/UFAM
mugﬂ"""‘:
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