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RESUMO

Introducédo: A Lectina de Ligagcdo da Manose (LLM) é uma proteina do soro que
desempenha um importante papel na resposta imune inata, interagindo diretamente
com receptores de superficie das células apresentadoras de antigeno, favorecendo
a opsonizagao/fagocitose. Estes processos podem ocorrer de modo dependente ou
independente da ativagdo do sistema complemento. Associacao de variabilidade dos
niveis séricos da LLM e polimorfismos do gene que codifica esta proteina foram
descritos em diversas populacgdes, inclusive no Brasil. Apesar da associagao entre
polimorfismos do gene LLM2 e a suscetibilidade ao adoecimento por Mycobacterium
tuberculosis parece variar em fungao da origem étnica da populagao estudada. Os
polimorfismos do gene LLM2 podem constituir marcadores de suscetibilidade a
doencas caracterizadas por baixos niveis séricos de LLM. Objetivo: Descrever as
frequéncias genotipicas e alélicas encontradas no codon 54 (alelo B), cédon 57
(alelo C) e coédon 52 (alelo D), localizados no éxon 1 do gene LLM2 em contatos
adultos de pacientes com tuberculose pulmonar e avaliar possivel associagao destas
frequéncias genotipicas e alélicas com a infeccdo e o adoecimento por M.tb
Metodologia: Foram utilizados 525 contatos adultos de 246 pacientes com TB
pulmonar confirmada que foram acompanhados no Programa de Controle de TB do
Hospital Universitario da UFRJ de outubro de 1998 a margo 2004. A genotipagem foi
realizada por PCR-RFLP. Resultados: O gendtipo heterozigoto (G/A) do alelo C
mostrou uma associacdo com o grupo dos individuos que converteram a prova
tuberculinica [PT] (p=0,04; OR: 2,91; IC: 1,01-8,79). A freqUéncia do alelo D (cédon
52) foi maior no grupo de contatos adultos com PT < 10 mm (p= 0,03; OR: 0,64; IC:
0,43-0,96), e também no grupo que nao converteu a PT (p=0,0008; OR: 0,26; IC:
0,11-0,61). Nenhuma associagao significativa foi encontrada para o alelo B.
Conclusdes: O alelo D esteve associado a um efeito “protetor” em relacido ao
adoecimento (tuberculose pulmonar). Analisadas independentemente, o alelo C
mostrou-se associado ao favorecimento da infeccdo por M. tb Nenhuma associacao

significativa foi encontrada para o alelo B.
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ABSTRACT

Introduction: Mannose-binding lectin (MBL) is a serum protein that plays a central
role in the innate immune response. Interacting directly with receptors on the surface
of antigen-presenting cells MBL favors the opsono-phagocytosis process. This
process can occur dependently or independently of the activation of the system
complement. Changes in MBL serum levels associated with MBL2 gene
polymorphisms have been reported in various populations, including Brazilians. The
association between genetic polymorphisms and susceptibility to Mycobacterium
tuberculosis apparently differs depending on the ethnic background of these
populations. MBL2 gene polymorphisms may have potential use as surrogate marker
for diseases associated with variability of MBL serum levels, including M.
tuberculosis. Objective: To describe the frequency of genotypic and allelic mutations
in the B allele - codon 54 and C allele - cédon 57 and in the D allele - codon 52,
respectively in Exon 1 of the MBL2 contacts of adult patients with pulmonary
tuberculosis. Association between M. tuberculosis infection and disease development
and the frequencies of genotypic and allelic mutations in the MBL2 gene were
investigated. Methodology: From October 1998 to March 2004 five hundred twenty
five (625) contacts of 246 adult patients with confirmed pulmonary TB were studied at
the Federal University of Rio de Janeiro (FURJ) TB Clinic. The study was approved
by the FURJ IRB and all patients that agreed to participate in the study signed an
informed consent. Their blood was drawn and submitted to the DNA extraction and
PCR-RFLP analysis. Results: The heterozygous genotype of the mutation of the C
allele showed an association in the group of converters (p = 0.04, OR: 0.30, CI; 0.09-
0.92). The frequency of the mutation of the D allele (codon 52) was more significant
in the group of contacts adults with PT <10 mm (p = 0033; OR: 0.75, CI: 0.58-0.98),
as well as the group that does not become a PT (p = 0.0008, OR: 0.26; CI: 0.11-
0.61). Conclusions: Mutation in the D allele (codon 52) was associated with a
“protective” effect concerning disease development after M. tuberculosis infection.
Mutation in the C allele was associated with M. tuberculosis infection after exposure.
Neither protection nor increased susceptibility to M. tuberculosis infection or disease

was observed for the B allele.



1. Introducéo

A tuberculose (TB) € uma doenga que ainda hoje, permanece como uma das
maiores causas de morte por doenga infecciosa no mundo (Raviglione, 2003). Tem
como agente etioldogico o Mycobacterium tuberculosis (M.tb), um bacilo alcool-acido
resistente, aerdbico e de crescimento lento, o qual é transmitido principalmente por
meio de aerossois (produzidos durante a expectoragdo) que sdo inalados,
proporcionando o inicio da infecgao (Flynn & Chan, 2001; Wiegeshaus e cols, 1989).

Acredita-se que 1/3 da populagdo mundial esteja infectada pelo bacilo da TB
(WHO/Tuberculosis Program, 2002), contudo apenas 10 a 15% das pessoas
infectadas manifestam doencga ativa ao longo da vida (Aisu e cols, 1995; Narain e
cols, 1992).

Os mecanismos de susceptibilidade ou de prote¢gdo que o ser humano utiliza
para enfrentar o bacilo da TB sédo objetos de varios estudos (Schluger, 2001; Boom
e col, 2003; Strieter e cols, 2003). Dentre os principais fatores de risco associados
ao desenvolvimento de infecgdo ou doenca sao: infecgao pelo HIV, idade avangada,
mal-nutricdo, abuso de alcool, diabetes, uso de corticoesterdides e exposicoes
prolongadas aos doentes (em prisdes, hospitais e albergues) (Bellamy, 2000). A
compreensao nao so da resposta imune protetora contra M.tb, mas também das
razdes porque sua falha leva ao desenvolvimento de TB infecgdo e TB doencga é
relevante para um futuro controle desta pandemia.

Segundo revisto por Frieden e cols, (2003) a infecgdgo com M.tb ocorre
inicialmente nos pulmdes, podendo expandir-se para outros 6rgaos via disseminagao
hematogénica. A defesa imune do hospedeiro contra M.tb tem inicio apos a entrada
da micobactéria no pulmao, onde estdo diferentes mecanismos de defesa do

hospedeiro, e o resultado final da infeccdo por M.tb e as diferentes manifestacdes



clinicas da doenca refletem o desequilibrio entre o bacilo infectante e os
mecanismos de defesa imune do hospedeiro (Flynn & Chan, 2001). Inicialmente, o
bacilo alcanga os alvéolos pulmonares, onde ocorre a fagocitose pelos macrofagos
alveolares residentes e células dendriticas (Crevel e cols, 2002). Uma primeira
resposta inata ou inespecifica € iniciada, uma série de eventos é induzida que
sucede com producéao de citocinas/quimiocinas, ativagcdo de mondcitos e macrofagos
e, finalmente, no inicio da resposta imune adaptativa. A eficacia desta primeira
resposta, inata, dura entre uma a duas semanas e depende basicamente: 1) da
viruléncia do bacilo infectante; 2) da carga micobacteriana inicial; 3) do estagio de
diferenciacao e ativagao dos macréfagos do hospedeiro e 4) dos fatores genéticos
do hospedeiro (Crevel e cols, 2002).

M.tb é um patdégeno intracelular facultativo, que utiliza preferencialmente os
macrofagos como sua célula hospedeira. Cepas de M.tb resistente envolvem
interagbes complexas entre a bactéria e o sistema imunolégico. Varios mecanismos
tém sido propostos para explicar como macréfagos capturam a micobactéria
resistente. Estes incluem geracdo de reagdao de oxigénio e reagao de nitrogénio
intermediario, acidificacdo de fagossomo, fusdo de fagolisossoma e limitagdo de
ferro intrafagosomal (Kaufmann e cols, 1990). Macrofagos sao ativados por
interferon-y (IFN-vy), Fator de Necrose Tumoral -a (TNF-a), Vitamina-D e interleucina-
6 (IL-6) (Armstrong & Hart, 1971). A interagdo destas citocinas pode ser responsavel
pela destruigdo tecidual que ocorre nesta doenga (Rook, 1988).

Varios fatores circulantes e receptores estdo envolvidos na resposta inata
M.tb (Jo e cols, 2003; Crevel e cols, 2002), dentre eles, a Lectina de Ligagédo a
Manose (LLM), uma glicoproteina plasmatica da familia das colectinas. Trata-se de

uma lectina calcio dependente secretada pelo figado, sendo um forte componente



da resposta na fase aguda, fazendo parte do sistema imune inato e que atua em
conjunto com o sistema complemento para opsonizar e facilitar a fagocitose de
microorganismos (Turner e cols, 1996).

LLM é um modelo bem caracteristico de receptor de reconhecimento e
participa ativamente do sistema imune inato (Turner, 1996; Jack e cols, 2001). Tem
afinidade por oligossacarideos, N-acetilglicosamina e manose presentes em
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, (Turner, 1996; Kuhlman e cols, 1989)
fungos (Tabona & Mellor, 1995; Schelenz e cols, 1995), alguns virus (Ezekowitz e
cols, 1989; Anders e cols, 1990), fosfolipidios e acidos nucléicos (Palaniyar e cols;
2004). Induzindo a fagocitose diretamente através de receptores ainda ndo bem
definidos ou indiretamente, pela ativagdo do sistema complemento (Soborg e cols,
2003).

Variagdes nos niveis séricos desta proteina e associacdées com polimorfismos
genéticos tém sido relatado em varias populacdes, incluindo Africa (Bellamy e cols,
1998), Reino Unido (Crosdale e cols, 2000), China (Ip e cols, 2000), Japao
(Hakozaki e cols, 2002), Australia (Minchinton e cols, 2002) e Brasil (Santos e cols,
2001). Desta maneira, polimorfismos genéticos na LLM poderiam ser utilizados como
possiveis marcadores de susceptibilidade a doencgas caracterizadas por baixos
niveis de LLM (Malik e cols, 2003).

Estudos indicam que os niveis séricos de LLM s&do geneticamente
determinados, apesar da ampla existéncia de variabilidade interindividual, em parte,
devido ao seu comportamento como uma proteina de fase aguda. (Megia e cols,
2004). Cada uma das trés variantes alélicas influéncia a estabilidade do produto final
da proteina, resultando niveis reduzidos do soro e uma disfuncdo da variante de

LLM com baixo peso molecular do que a proteina normal (Gadjeva e cols, 2004;



Steffensen e cols, 2000). A concentragdao no plasma de LLM varia entre menos do
que 10 ng/mL até 10 000 ng/mL (Turner, 2003; Steffensen e cols, 2000).

Variagdes interindividuais na resposta imune do hospedeiro frente a um
determinado patégeno sdo um dos mais importantes fatores para determinacao de
susceptibilidade, gravidade ou mesmo proteg¢do a doenga, a qual, provavelmente € o
resultado dos efeitos ambientais contra o background de fatores genéticos. Assim, a
identificacdo de fatores genéticos que estdo de alguma forma associados a maior ou
menor susceptibilidade € de fundamental importdncia para a predicdo do
desenvolvimento ou o estabelecimento de determinada doenca e identificacido de
marcadores que possam ser Uteis na avaliagao de novas intervencodes terapéuticas.
(Segal & Hill, 2003; Conley, 2003; Bellamy & Hill, 1998).

O estudo da expressao de genes que codificam para diferentes proteinas e
receptores envolvidos na resposta imune compreende um importante método de
avaliagcao do sistema imune e aliado a outras metodologias, pode-se inferir sobre a
atividade bioldgica da proteina. A recente descricdo de uma série de polimorfismos
de base unica (SNPs) em genes de citocinas e receptores com importante atividade
funcional na regulacdo da expressao génica, na atividade biolégica da proteina,
bem como associagdes com varias doencas tém aberto um interessante e novo
campo de estudo (Hill, 1998; Bidwell e cols, 1999, 2001).

Em relacdo a TB, varios fatores tém sido relacionados com um risco
aumentado, e consequentemente com susceptibilidade a TB ativa apods a infecgao
com M.tb, dentre os quais estdo o alcoolismo e a desnutricdo (Howard e cols, 2002).
Além disso, possiveis defeitos imunolégicos podem predispor as infecgdes
micobacterianas (Selvaraj e col, 2000; Jouanguy e col, 1997). Em varios estudos é

sugerido que alguns pacientes tém uma predisposi¢gao genética para a TB. Esta



hipotese foi sugerida através de estudos com gémeos mono e dizigéticos e de
acordo com risco de TB devido a histéria ancestral (Stead, 2001). Estudos
populacionais tém mostrado uma associagao entre TB e alguns alelos dos antigenos
leucocitarios humanos (HLA), bem como com polimorfismos no gene que codifica
para a NRAMP1 (proteina de macréfago associado a resisténcia natural) (Bellamy e
cols, 1998), receptor de vitamina D (VDR) (Wilkinson e cols, 2000) e Interleucina 1
(IL-1) (Bellamy e cols, 1998), além de Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a)
(Oliveira e cols, 2004), (LLM) (ElI Sahly e cols, 2004; Bellammy e cols, 2000) e
Interferon gama (IFN-y) (Amim, 2004).

Existem dois genes de LLM em humanos: a MBL-1 que é um pseudogene € a
MBL-2 que codifica uma proteina (Dommett e cols, 2006). O gene da LLM (LLM2)
funcional esta localizado na por¢ao g11. 2-g21 (Dommett e cols, 2006) no brago
longo do cromossomo 10 e contém quatro éxons e trés polimorfismos genéticos nos
cédons 52, 54 e 57 no éxon 1. (Turner, 1996; Sumiya e cols, 1991; Lipscombe e
cols, 1992), sendo trés mutacbes missense em comum que codifica um NH2
terminal da parte da hélix do colageno (Larsen e cols, 2004). O éxon 1 codifica o
peptideo sinal, possuindo uma regido rica em cisteina e uma outra regiao de
colageno rica em glicina. O éxon 2 codifica o restante da regido de colageno e o
éxon 3 codifica uma estrutura espirada helicoidal-a, a qual € conhecida como regiao
de ‘ligacdo”. O éxon 4 codifca o CDR (Dominio de Reconhecimento de
Carboidratos), o qual adota uma conformagao globular. A regido promotora do gene
LLM contém um numero de elementos regulatérios, os quais afetam na transcricao

da proteina (Dommett e cols; 2006). (FIGURA 1)
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Figura 1: Localizagao génica da LLM (www.ncbi.nim.nih.gov/omin).

Cadeias peptidicas idénticas (LLM 52, 54 e 57) de 32 kDa se associam para
formar trimeros de 96 kDa e estes se juntam em oligbmeros maiores (trimeros-
hexaméros) que circulam no soro. Baixos niveis de LLM no soro s&o causados por
trés variagdes alélicas, na posi¢cao +230 (alelo B - cédon 54), troca uma glicina por
um acido aspartico, na posigao +239 (alelo C — cédon 57) troca uma glicina por um
acido glutdmico e na posi¢ao + 223 (alelo D - codon 52) troca uma arginina por uma
cisteina, respectivamente no éxon 1. Essas trocas nos aminoacidos modificam a
cadeia de colageno na molécula LLM (Madsen e cols, 1995), levando a uma
proteina n&o funcional. O alelo normal selvagem é comumente designado alelo A, e
as trés variantes alélicas s&o designadas 0. As variantes alélicas reduzem a
quantidade de LLM funcional em um fator de 5 a 10 vezes em heterozigose,
enquanto praticamente nenhuma LLM funcional pode ser detectada em carreadores
do alelo variante homozigoto mutante. Além disso, a concentragdo de LLM é
independentemente influenciada por algumas substituigdes nucleotidicas na regiao
promotora do gene LLM2. Particularmente, uma substituicdo de um nucleotideo na
regidao promotora -221 (G—C) (mudanga no promotor de X para Y) tem um grande

efeito na regulagao negativa nos niveis séricos de LLM (Madsen e cols, 1995).



Variagdes alélicas no gene da LLM tém sido associadas com uma maior
susceptibilidade a doencgas infecciosas em criangas (Garred e cols, 1995; Koch e
cols, 2001), assim como em adultos (Garred e cols, 1997; Garred e cols, 2002).
Varios estudos tém indicado um efeito protetor parcial de heterozigose para
variantes alélicos de LLM contra TB (Hill, 1998; Garred e cols, 1997; Hoal-van e cols,
1999). Assim como susceptibilidade para os homozigotos mutantes (Selvaraj e cols,
1999).

A associagao entre polimorfismos genéticos e susceptibilidade a TB difere de
acordo com a origem étnica, uma vez que certas populagdes parecem ser mais
susceptiveis a infeccdo (Stead e cols, 1999) e desenvolvimento de doenga ativa
(Newport e cols, 1996; Altare e cols, 1998). Uma vez que n&o ha relatos na literatura
de estudo de associagao de polimorfismos em genes da imunidade inata e a TB na
populacdo brasileira até o momento, estudos imunogenéticos que avaliem a
associacdo de marcadores da resposta imune inata com a TB na nossa populacéao
sao de suma importancia. Espera-se que, a compreensdao dos mecanismos
envolvidos na imunidade inata, forneca ferramentas para o desenvolvimento de
novas vacinas, € alvos terapéuticos mais efetivos no controle da TB.

Diante do exposto, pretendemos iniciar estudos que nos permitam elucidar o
quanto a LLM pode estar envolvida na fisiopatologia da TB, avaliando inicialmente a

distribuicao dos alelos de LLM nos contatos adultos de pacientes com TB pulmonar.



2. Objetivo Geral

Estimar as frequéncias genotipicas e alélicas encontradas no cédon 54 (alelo
B), codon 57 (alelo C) e cédon 52 (alelo D), localizados no éxon 1 do gene LLM2 em

contatos adultos de pacientes com tuberculose pulmonar.

2.1 Objetivos Especificos

> Descrever a frequéncia de polimorfismos do gene que codifica para a proteina

LLM (codon 52, 54 e 57) em contatos adultos de pacientes com TB pulmonar;

> Investigar a associagao entre polimorfismos no éxon 1 do gene LLM2 com

susceptibilidade ou protecao a infeccéo pelo bacilo da TB.



3. Revisao da Literatura

3.1. Mycobacterium tuberculosis

Taxonomicamente, as micobactérias pertencem a ordem dos Actinomycetales,
familia das mycobacteriaceae e género Mycobacterium. M.tb € um bacilo com 2 a 4
um de comprimento e 0,3 um de espessura. Possui caracteristicas classicas de seu
género: resisténcia alcool acido que é dependente da integridade da estrutura
celular (o método de coloracdo de Ziehl-Neelsen € empregado na identificagdo das
bactérias alcool acidos resistentes), resisténcia a determinados agentes quimicos e
sensibilidade a UV e calor. E um bacilo imével, ndo formador de esporos, aerobio
estrito, e obtém energia pela oxidagdo de varios compostos simples de carbono. E
um microorganismo considerado parasito intracelular facultativo, sendo capaz de
sobreviver no interior de células fagocitarias (Bier, 1984; Brasil, Ministério da Saude,
2002). Possui longo tempo de geracao (14 a 20 horas), dependendo da oferta de
oxigénio, de nutrientes e do pH do meio. Devido a presenga de uma parede celular
complexa, o bacilo €& protegido da acdo de agentes quimicos, embora seja
facilmente destruido por agentes fisicos como o calor e a radiacdo ultravioleta

(Brasil, Ministério da Saude, 2002). (FIGURA 2).

Figura 2: Mycobacterium tuberculosis visto por micrografia eletrénica
(www.niaid.nih.gov/dir/labs/Ihd/barry.htm). Acesso em: 25/02/05



http://images.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.chem.elte.hu/departments/szerves/szerves/speclab3_elemei/Bosze/Mycobacterium_tuberculosis.bmp&imgrefurl=http://www.chem.elte.hu/departments/szerves/szerves/speclab2006.html&h=225&w=200&sz=132&hl=pt-BR&start=103&tbnid=TyeqD4_BSZ4gdM:&tbnh=108&tbnw=96&prev=/images%3Fq%3DMycobacterium%2Btuberculosis%26start%3D100%26ndsp%3D20%26svnum%3D10%26hl%3Dpt-BR%26lr%3D%26sa%3DN�
http://www.niaid.nih.gov/dir/labs/lhd/barry.htm
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3.2. Epidemiologia da tuberculose

Acredita-se que 1/3 da populagdo mundial esteja infectada pelo M.
tuberculosis sendo a maioria em paises em desenvolvimento. (FIGURA 3). Com
nove milhdes de casos e dois milhbes de mortes a cada ano, a epidemia global da
TB é um dos mais importantes desafios para o desenvolvimento e humanizagao
global (WHO, 2006).

Segundo estimativas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 2004,
houve uma prevaléncia de 14,6 milhdes de casos dos quais 6,1 milhdes eram BAAR
positivos, uma incidéncia de 8,9 milhdes de casos a uma taxa de crescimento de
0,6% anualmente. Acredita—se que cerca de 2 milhdes de pessoas morrem de TB a
cada ano, sendo que um grande numero destas mortes ocorre na regido africana,
onde a co-infecgdo com o Virus da Imunodeficiéncia Adquirida (HIV) tem aumentado
a epidemia de TB e a probabilidade de morte por TB (OMS, 2006).

Dentre os principais fatores responsaveis por estes numeros esta a co-
infeccdo pelo HIV, o empobrecimento da populagdo, o aumento do processo
migratorio, o surgimento de cepas Multi Drogas Resistente (MDR) e a falta de
interesse dos érgaos publicos de saude e a politica governamental principalmente
nos paises em desenvolvimento (Bloom & Murray, 1992; Eliner e cols, 1993; Kritski
& Ruffino-Neto, 2000).

Entre os 15 paises com maior estimativa de incidéncia de TB, 11 estdo na
Africa. Ao compararmos diferentes partes do mundo, a regido africana (24%), a
regido sudeste da Asia (35%) e a regi&o oeste do Pacifico (24%) juntas contabilizam
83% de todos os novos casos e recidivas notificadas (WHO, 2006). Incidéncias
intermediarias de 25-49/100.000 e 50-99/100.000 s&o relatadas na América Latina,

Europa Orienta e na india respectivamente (WHO, 2007).
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No Brasil, a TB € um grave problema de saude publica, ocupando o 16° lugar
entre os 22 paises responsaveis por 80% do total de casos de TB no mundo, com
estimativa de 110 mil casos em numeros absolutos (WHO, 2006). Calcula-se uma
prevaléncia de 50 milhdes de infectados, uma média anual de aproximadamente 100
mil casos novos e 6 mil ébitos. (Brasil, Ministério da Saude, 2002).

O Estado do Rio de Janeiro (RJ) se destaca no quadro nacional, por
apresentar anualmente a maior taxa de incidéncia de TB do pais. Nesta cidade sao
notificados em média 16.000 casos de TB a cada ano. Os 32 municipios prioritarios
concentram 95% dos casos de tuberculose e a regido metropolitana é responsavel
por 86% dos casos notificados no estado. (Boletim Eletrénico da Secretaria de
Saude do Municipio do Rio de Janeiro).

Esforcos em controlar a TB em nivel nacional tém sido insuficientes para
conter o crescimento do numero de casos e o aparecimento de cepas resistentes as
drogas. Entre 1997 e 1998 o Brasil foi identificado pela OMS como o pais de maior
prioridade para aumentar os esforcos de controle da TB.

Entre 1995 e 2005 foram notificados pelo programa DOT, um total de 26,5
milhdes de novos casos e recidivas e 13,0 milhdes eram BAAR positivos. Segundo
as estimativas da vigilancia epidemiolégica houve uma prevaléncia de 8,8 milhdes
de novos casos de tuberculose em 2004 (136 por 100.000) incluindo 3,9 milhdes (60

por 100.000) de novos casos eram BAAR positivos (WHO, 2007).
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Figura 3: Taxas estimadas de incidéncia de TB para cada 100.000 hab em 2007.
(Fonte: Organizagao Mundial da Saude — www.who.int./gtb)

3.3. Transmissao da TB

Sabe-se que a transmissado da TB se da por vias aéreas e as maiores fontes
de infeccdo sdo pessoas contaminadas que ao tossirem produzem pequenas
goticulas infectantes que, apds sofrerem evaporagdo, permanecem em suspensao
na forma de nucleos infecciosos contendo de um a dois bacilos (nucleo de Wells).
Em locais fechados estas goticulas podem ficar suspensas no ar por longos
periodos de tempo a menos que sejam removidas por ventilacdo ou irradiagao por
UV (Wells, 1934).

E importante salientar que o risco de transmissdo da TB se relaciona
diretamente com os fatores ambientais, com o tipo de contato e com a forma de
apresentacdo da doenca do caso indice (paciente com tuberculose pulmonar
bacilifero).

Um individuo susceptivel ao respirar ar contaminado com estas goticulas

infectantes corre o risco de se tornar infectado, a magnitude deste risco é
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dependente da concentracao de particulas infectantes suspensas no ar o tempo em
que o individuo permanece neste ambiente. Assim, geralmente as infec¢gdes ocorrem
em lugares fechados (Brasil, Ministério da Saude, 2002).

Uma vez que o individuo esta infectado com M.thb, ele pode permanecer
alguns anos ou a vida toda sem desenvolver a doenga. Cerca de 5 % das pessoas
infectadas desenvolvem a doencga dentro de algumas semanas apos a infecgédo (TB
Aguda, Primaria ou Forma dita da Crianga). A maior parte, entretanto, nao
desenvolve a doenga seguindo a exposicdo e infecgao inicial. De fato, 95% dos
individuos passarao desta fase inicial ao estado de infeccao crénica, completamente
assintomatica, denominada estado de “TB latente” (Andersen, 1997). Estima-se que
entre os individuos que compdem este grupo, apenas 5 % a 10% desenvolveréao
alguma forma de TB manifestada clinicamente durante toda a duragdo de suas
vidas. O desenvolvimento de doenca ativa normalmente ocorre durante os dois
primeiros anos apos o estabelecimento da infecgdo. Os estados de imunodepresséo,
notadamente a infecgéo pelo HIV, modificam sensivelmente esta equagao (Tufariello
e cols, 2003).

A infeccao latente é reconhecida pela presenca de resposta positiva ao teste
cutaneo realizado através de injegdo intradérmico com uma dose padrdao de
suspensdo de proteinas purificadas a partir do caldo de cultura de M.tb,
procedimento conhecido como teste de Mantoux (Tufariello e cols, 2003; Brasil ,

Ministério da Saude, 2002).

3.4. Patogenia da tuberculose
A TB é adquirida por inalacdo de pequenas particulas aéreas infectantes que
atingem os alvéolos pulmonares. A probabilidade de infecgdo depende da

intensidade de exposi¢cado e provavelmente de uma eficiéncia do sistema imune.
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Macrofagos alveolares em alguns individuos podem ter um alto grau de resisténcia
micobacteriana inata e nestas pessoas, o bacilo da tuberculose é presumidamente
destruido antes que a infecgao se instale. (Hass & Des Prez, 1995; Stead, 1992).
Em outros individuos a micobactéria inalada sobrevive a fogocitose, replica e se
espalha para linfonodos regionais através do sangue.

A resposta imune mediada por células para M.tb é caracterizada por
complexas interacbes entre diferentes subtipos de linfoécitos e células como
mondcitos e macréfagos (Hass & De Prez, 1995; Orme e cols, 1993). Apds ingerir a
micobactéria, macrofagos sensibilizam linfécitos T pela secregao de IL-1, IL-12 e
IFN-y que sé&o citocinas que medeiam a resposta inata e os apresentam aos
antigenos micobacterianos processados. Linfocitos T precursores TB especificos
sdo estimulados a proliferar e a secretar linfocinas. Estas linfocinas agem sobre
monaocitos circulantes e induzem a sua maturagdo em macréfagos com atividade
fagocitica e microbicida aumentada. Na resposta granulomatosa, os bacilos da
tuberculose sdo mortos por repetidos ciclos de fagocitose, citolise e exposi¢cado a
produtos microbicidas. Apesar disto a resposta imunoléogica ao M.tb é
frequentemente “ndo esterelizante” e organismos sobreviventes, mas dormentes, as
vezes causam infeccdo latente. A doenca clinica ocorre quando a replicagao
micobacteriana que se segue a infecg¢ao inicial ndo pode ser controlada (TB primaria
progressiva) ou quando organismos latentes dominam o controle imunolégico (TB

por reativagao).
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3.5 Os Contatos da TB

Dados epidemiolégicos de paises industrializados sugerem que a incidéncia
da TB diminuiu significativamente na década passada e a eliminagéo da TB tem sido
uma meta, baseada no tratamento eficiente dos casos de TB e no tratamento de
infeccdo latente de TB prevenindo assim, o desenvolvimento da doencga ativa
(Barnes, 2001). No entanto, a situagdo nao é tao favoravel em paises em
desenvolvimento, onde o numero elevado de incidéncia e prevaléncia assim como
Obitos associados a TB é encontrado (Dye e cols, 1999).

A TB é contagiosa espalhando-se através do ar, uma pessoa com doenga ativa
nao tratada pode infectar cerca de 10 a 15 pessoas por ano e estima-se que um
terco da populagdo mundial tem infecgdo latente com M.tb (OMS, 2006), logo os
contatos representam um grupo de elevado risco de infecgdo e adoecimento por TB.
Em média, um doente nao tratado contagia uma pessoa por més, podendo um soé
paciente gerar entre 24 e 96 novos infectados, 10% dos quais desenvolverao a
doenca durante sua vida (Tufariello e cols, 2003).

O desenvolvimento da TB em humanos apresenta duas etapas em cuja
pessoa se expde ao bacilo, podendo se infectar e/ou depois de um intervalo de anos
ou décadas pode mais adiante desenvolver uma doencga. Os fatores de riscos de
infeccdo sdo diferentes de fatores de riscos para o desenvolvimento da doenca
(Comstock, 1975). Muitos estudos tém sido realizados focando mais os fatores de
riscos para o adoecimento por TB. Contudo muitos deles investigaram fatores de
riscos para o desenvolvimento da doenga mais do que infeccdo, e esses estudos
sdo realizados principalmente em paises industrializados (Lienhardt, 2001).

Entre pessoas expostas a um caso de tuberculose, o risco de se tornar

infectado é determinado primariamente por acéo de trés fatores: 1) infectividade do
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caso fonte (viruléncia da micobactéria e a densidade do bacilo no escarro); 2) a
intensidade da pessoa suceptivel exposta a um caso de TB e 3) a suceptibilidade a
infeccao (Shaw & Wynn-Williams, 1954; Grzybowski e cols, 1975). Fatores
apresentados para influenciar os riscos de infeccdo por micobactéria incluem: idade,
sexo, multiddes, condigbes socio-econdmicas, urbanizagdo, grupos étnico/raciais e
infeccao pelo HIV (Enarson & Rouillon, 1994; Lienhardt, 2001). Em pacientes com
infecgao por M.tb, a doenca pode desenvolver-se, em qualquer momento através de
reativacdo de uma infec¢cdo anteriormente adquirida (latente) ou por meio de re-
infeccao exogena (Styblo, 1978; Smith, 1994).

Estudos epidemiolégicos monstraram que os riscos para se infectar pela TB
sao aumentados entre contatos adultos de pacientes com exame positivo de escarro
e que a prevaléncia da doenga ativa aumenta com a intimidade do contato
(Andersen & Geser, 1960; Rouillon e cols, 1976). Altas taxas de transmissao foram
encontradas dentro de familias de pacientes de TB com escarro positivo, que moram
em areas de altas prevaléncias (Beyers e cols, 1997). Entretanto, tem sido sugerido
que a maioria dos casos na comunidade é adquirida de contatos desconhecidos e
sem intimidade (Madico e cols, 1995).

Durante um século o Prova Tuberculinica (PT) tem sido o método classico
utilizado para identificar individuos infectados com M. tb. e para notificar a
prevaléncia de populagdes infectadas pelo bacilo (Huebner e cols, 1993). Tem sido
relatado que a prevaléncia para reagdes positivas em PT nas populagées em geral
variar de acordo com idade e sexo (Roelsgaard e cols, 1964, National Tuberculosis
Institute Bengalore, 1974). Estudos mostraram que nas décadas de 60 e 70 o risco
de infecgao por TB foi aumentando entre contatos de casos de TB comparados com

a populagao em geral (Andersen, & Geser, 1960; Roelsgaard e cols, 1964; Raj
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Narain, 1966; Grzybowski e cols, 1975). Possivelmente o risco a infecgao aumentou
devido a intimidade entre o contato e o caso indice (Saiman e cols, 2001). Além
disso, o grau de exposi¢ao de risco de infecgao por TB depende da infectividade dos
casos fontes de TB.

As medidas de prevencdo, o controle dos esquemas terapéuticos,
esclarecimento sobre o diagnostico e as investigagbes epidemioldgicas facilitariam
muito a identificacdo e o tratamento dos pacientes com TB e possivelmente as
chances de infecgdo da populacdo diminuiriam. Para um melhor controle da
infeccdo pelo M.tb é necessario a elaboracdo de esquemas terapéuticos mais
eficazes e esclarecimento quanto a importancia do tratamento, assim como, um

melhor acompanhamento dos contatos de pacientes com TB nas formas baciliferas.

3.6. Resposta Inata e Adaptativa da TB

Organismos multicelulares tém evoluido sob pressdo seletiva imposta por
microorganismos infecciosos, e tém desenvolvido mecanismos de defesa que s&o
disparados pela infecgdo e protegem o hospedeiro destruindo o agente invasor e/ou
neutralizando os fatores responsaveis por sua viruléncia. A resposta imune pode ser
inata ou adaptativa por um intercambio bem estabelecido. A caracterizagdo dos
mecanismos usados pelo sistema imune adaptativo antigeno especifico para
identificar seus alvos, foi uma dos grandes realizagbes da imunologia molecular

(Crevel e cols, 2002).

A resposta adaptativa utiliza varios receptores clonais gerados através de
mecanismos somaticos (ex: rearranjos génicos) durante a ontogénese de cada
organismo individual. Estes alvos antigénicos das células T e B sdo multiplos e

variam altamente. Em contraste, o sistema imune inato reconhece patdgenos
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microbianos, através de um numero relativamente pequeno de moléculas/
receptores da linhagem germinativa, sdo capazes de reconhecer uma grande
variabilidade e heterogeneidade de patdégenos. Estes patdgenos altamente
heterogéneos sao inicialmente apresentados as células do sistema imune como
moléculas nao especificas, normalmente compartilhadas pela maioria dos
patdgenos, chamadas de perfis de moléculas associadas a patégenos (PAMPs:
pathogen associated molecular patterns). PAMPs s&o produtos altamente
conservados produzidos por numerosos microorganismos. As células do hospedeiro
reconhecem PAMPs dos patdégenos, discriminando entre o proprio e nao préprio.
Alguns dos exemplos de PAMPs nos patdégenos sao: lipopolissacarideo (LPS),
peptoglicano (PGN), acido lipoprotéico (LTA), motif guanina fosfato citosina nao
metilada do patdgeno (CpG), fita dupla do RNA de virus e componentes de manose
da parede celular. O LPS é um componente da parede bacteriana de muitas
bactérias Gram-negativas, ja o PGN é um componente da parede celular de bactéria

Gram-positiva, Gram-negativa e micobactérias (Medzhitov & Janeway, 1997).

O reconhecimento inato do PAMPs é mediado por um conjunto de moléculas/
receptores codificadas por uma linhagem germinativa ndo clonal que sdo conhecidas
como moléculas/receptores de perfil de reconhecimento (PRMs/PRRs) que
possuem  especificidade variada. Os PRRs sao expressos em células de
vertebrados e séo responsaveis pelo primeiro encontro com o patdégeno durante a
infeccao (Medzhitov & Janeway, 1997). Estes complexos: PRRs/PRMs podem ser
distribuidos em trés classes funcionais distintas: 1) receptores endociticos; 2)

proteinas secretadas e 3) receptores de sinalizagao (Kopp & Medzhitov, 1999) .

Os receptores endociticos incluem o receptor de manose (MR) do macréfago, o

receptor scavenger do macréfago (SR) e as integrinas CD11b e CD18 que facilitam
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a opsonizagao e a fagocitose (Medzhitov & Janeway, 1997; Kopp & Medzhitov,

1999).

As proteinas secretadas incluem LLM, C1q, surfactantes pulmonares A e D
(SP-A e SP-D) e proteina C reativa (CRP). Proteinas secretadas promovem a
opsonizacao, processo que favorece a fagocitose. O sistema complemento destroi
0s microorganismos ligados a proteinas secretadas (Crevel e cols, 2002).

LLM pertence a subfamilia de proteinas chamadas colectinas é capaz de
opsonizar diversos micro-organismos in vitro e foi descrita como sendo capaz de
favorecer a fagocitose de micobactérias (Neth e cols, 2000).

As LLMs desempenham um importante papel no sistema imune inato,
interagindo diretamente com receptores de superficie das células apresentadoras,
promovendo opsono-fagocitose que podem ser dependente ou independente da
ativacao do sistema complemento, além disso, estas proteinas estdao envolvidas no
processo inflamatoério e promogao de apoptose (Turner, 2003).

Os bacilos aspirados pelo individuo podem alcancgar os alvéolos pulmonares,
onde sao fagocitados por macrofagos alveolares. Normalmente as bactérias séo
destruidas quando fagocitadas pelo macréfago, entretanto M.tb pode nao ser
destruido pelo macréfago e, apds a sua ingestdo, ocorre indugdo da produgao de
IL1, IL2 e IL12. Por estas células, que irdo sensibilizar linfocitos CD4+ Th1 e
linfécitos NK a secretar IFNy, que consequentemente proporcionara a ativagao dos
proprios macréfagos a produzirem radicais de oxigénio e nitrogénio, que irdo destruir
ou inibir o crescimento M.tb, formando o granuloma fibrosado. Em torno de 20 a 40
dias apds o controle da infecgéo, linfécitos T CD4+ comegam a produzir interleucina-

4 (IL4), que é a citocina ligada a resposta linfocitaria do tipo Th2, com o objetivo de
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inibir os mecanismos efetores da resposta imune mediada por células e assim
controlar o processo, auxiliando no controle da inflamacao.

Caso o bacilo consiga escapar destes mecanismos microbicidas e se
multiplicar dentro dos macrofagos, a propria IL2 estimula o linfécito T CD8+, que é
citotoxico, a alcancgar e lisar precocemente o macréfago ou induzir a antecipagao do
fendbmeno chamado apoptose ou morte celular programada.

Por alguma razdo ainda nao elucidada, alguns individuos produzem um
padrdo de resposta imunoldgica permissiva ao M.th, ou seja, em vez de resposta
Th1, ocorre resposta Th2, com predominio de estimulacido de citocinas envolvidas
na producgao de Imunoglobulina E (IgE), no recrutamento de eosindfilos e na inibigao
de linfécitos Th1 e linfocitos NK, produzindo uma imunidade nao protetora que, no
caso da TB, corresponde a evolugao para a doencga.

Rotas distintas de entrada para M.tb podem induzir diferentes sinais de
transdugdo, ativacdo imune e sobrevivéncia intracelular da micobactéria. Por
exemplo, fagocitose mediada pelo receptor Fcy estd diretamente ligada a uma
resposta inflamatoria, e a ligagdo com o receptor de complemento ndo tem esta
ligagdo (Aderem, 1999; Underhill e cols, 1999). A sobrevivéncia intracelular é
favorecida quando M. tb. entra na célula via receptor CR1 comparado a entrada via
CR3 ou CR4 (da Silva e cols, 1989).

A fagocitose de micobactéria opsonizada por SP-A, pelos macrofagos
alveolares suprime a reagao de intermediarios de nitrogénio (Pasula e cols, 1999),
um dos potenciais mecanismos microbicidas da célula fagocitica (Nozaki e cols,
1997; Chan e cols, 1992; Arias e cols, 1997). Espécies virulentas de micobactérias
sao fagocitadas através do MR, enquanto espécies atenuadas ndo s&o (Schlesinger,

1993), sugerindo que esta rota de entrada € uma desvantagem para a micobactéria.
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A compreensdo dos mecanismos que M.tb utiliza para entrar na célula hospedeira,
assim como 0s mecanismos que sdo utilizados pelo organismo para permitir sua
entrada, reconhecimento e apresentacido, mas também as razdes porque sua falha
leva ao desenvolvimento da doencga ativa é relevante para um futuro controle desta
pandemia. Devido ao papel destes genes na imunidade inata e adaptativa, suas
variagbes genéticas podem ter um maior impacto na defesa do hospedeiro ou

patogenia de doencgas inflamatérias.

3.7. Imunogenética e a Tuberculose

O desenvolvimento de estudos populacionais que permitem uma melhor
compreensao dos mecanismos envolvidos na susceptibilidade ou protecdao ao
desenvolvimento da TB ativa e/ou TB latente tem se tornado um importante campo
de investigacao. O estabelecimento de uma resposta imune eficiente envolve varias
moléculas, das quais, as citocinas tém um papel relevante. As citocinas atuam numa
complexa rede coordenada, na qual induzem e reprimem nao somente sua propria
sintese como também a de outras citocinas e receptores. Além disso, é fato
conhecido que varias citocinas séo pleiotropicas enquanto outras sdo redundantes,
prejudicando assim os estudos para analise tanto da funcgéo individual de uma
citocina como a possivel influéncia de polimorfismos genéticos na regulagdo da
expressao génica e desenvolvimento de doencga e/ou infecgdo (Balkwill & Burke,
1989).

A patogenia de muitas doengas infecciosas, auto-imunes e malignas, parece
ser influenciada pelo equilibrio na producdo de citocinas pré e anti-inflamatodrias.
Uma vez que o nivel de producdo de diferentes citocinas varia entre individuos

expostos ao mesmo estimulo, provavelmente as diferengas no perfil genético levam
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a regulacdo da expressao génica podendo refletir na resposta. Assim, o perfil
genético tem sido fortemente relacionado com a variagao na produgao de citocinas
(Bidwell e cols, 1999). Dados da literatura relatam que polimorfismos genéticos
presentes dentro da regido regulatéria de varios genes que codificam para citocinas
estdo associados com regulagao positiva ou negativa da expressao génica, levando
a diferengca na producdo das mesmas. Ultimamente, SNPs presentes na regiao
promotora de diferentes genes de citocinas tém sido descritos e associados com
susceptibilidade e/ou protecdo a um grande numero de doengas étnicas diversas.

Dados epidemiolégicos derivados de estudos com gémeos claramente
indicam que, a susceptibilidade ao adoecimento por TB apresenta determinante
genético (Comstock, 1989). Varios estudos tém relatado um aumento na freqténcia
de HLA-DR2 em pacientes com TB pulmonar (TBP) na Indonésia (Bothamley e cols,
1989) e na india (Brahmajothi e cols, 1991; Rajalingam e cols, 1996). Estudos de
associagao baseados em familia, também tém mostrado evidéncias que sugerem o
papel do HLA-DR2 na TB. Recentes estudos com métodos de tipagem molecular
que utilizaram DNA na analise tém mostrado aumento na frequéncia de DRB1*1501
(um alelo DR2) em pacientes com TBP na india (Mehra e cols, 1995; Ravikumar e
cols, 1999), no México (Teran-Escandon e cols, 1999) e dois alelos DQf1,
DQB1*0503 na Camboja (Goldfield e cols, 1998) e DQB1*0501 no México.

A proteina 1 de macréfago associada a resisténcia natural (NRAMP1) foi
inicialmente identificada como um gene (Bcg) de susceptibilidade a infecgdo por
micobactéria em camundongos (Skamene e cols, 1982). Seu homélogo humano foi
identificado, clonado, e variagdes deste gene tém sido analisadas em relagdo a
susceptibilidade ao desenvolvimento de TB ativa em varias populagdes. O primeiro

relato, que referiu uma associagao entre susceptibilidade a TB ativa e o gene
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NRAMPL1 consistiu num estudo do tipo caso controle conduzido na Gambia, no qual
quatro diferentes polimorfismos no gene NRAMP1 foram identificados e associados
com susceptibilidade a TB ativa (Bellamy e cols, 1998). Posteriormente, a
associagao de polimorfismo neste gene com susceptibilidade a TB foi também
relatada na Korea (Ryu e cols, 2000), no Japao (Gao e cols, 2000) e entre familias
aborigenas canadenses (Greenwood e cols, 2000).

Mais recentemente foi mostrada que a forma ativa da vitamina D, 1a,25-
(oh),D3, pode estar relacionada com susceptibilidade e/ou protegédo a TB, portanto a
mesma esta sendo responsavel pela diferenciacéo, crescimento e fungcado de varios
tipos celulares, incluindo células dendriticas (Rockett e cols, 1998; Rook e cols,
1986).

A influéncia de polimorfismos no receptor do gene da vitamina D tem sido
investigada. Em um estudo do tipo caso-controle foi investigado a presengca de um
polimorfismo no éxon 9 no receptor do gene da vitamina D (alelos T/t) na Gambia.
Uma maior propor¢do de homozigotos (tt) foi observada entre pacientes com TBP
quando comparados com controle (Bellamy e cols, 1999). Em um estudo realizado
com pacientes hansenianos na india (Roy e cols, 1999), foi verificado que a
frequéncia de homozigotos tt foi maior em pacientes que apresentavam a forma
tuberculdide quando comparada com controles e o alelo T em homozigose TT foi
mais frequente entre pacientes com a forma lepromatosa quando comparados com
controles.

A citocina pro-inflamatoéria IL-1 desempenha um importante papel na defesa
contra micobactéria em camundongos, como sugerido por estudos com
camundongos deficientes para o receptor de IL1 (Juffermans e cols, 2000). O papel

de polimorfismos nos genes que codificam para IL-1p e o antagonista do receptor de
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IL-1 (IL-1RA) foram recentemente investigados em uma populagdo de Asiaticos
Guijarati que vivem na Inglaterra (Wilkinson e cols, 2000). A frequéncia do alelo IL-
1RA foi maior em pacientes com TB ativa quando comparados com controles. O
alelo de 186 pb do IL-1a foi maior no grupo de pacientes comparado com os
controles. Entretanto, entre pacientes com tuberculose pleural, foi super expresso o
alelo IL-13 e n&o o alelo IL-1RA A2.

Em um estudo realizado no Brasil por Oliveira e colaboradores em 2004, a
presenca do alelo -238A do gene TNF-a foi associada com susceptibilidade a
infeccdo, ocorréncia de doenga e gravidade das formas clinicas de TB. Por outro
lado o alelo -308 foi associado com protecao ao desenvolvimento da TB.

Amim e colaboradores em 2004 avaliaram a distribuicdo do polimorfismo na
posicdo +874 T/A (intron) do gene que codifica para IFN-y em pacientes com
tuberculose ativa e um grupo de profissionais de saudes sadios. Analises das
frequéncias gendtipicas e alélicas nos dois grupos mostraram um aumento
significativo do gendtipo AA e do alelo A no grupo de pacientes com TB em relag&o
ao grupo de contatos e um aumento significativo do genétipo TT no grupo de
contatos com PT+. A analise, de acordo com género, mostrou uma associagao
significativa do genotipo AA com o grupo de pacientes e do gendtipo TT com o grupo
de contatos do sexo masculino. Foi observada uma associagéo significativa entre o
genotipo AA com a conversao da resposta a PT e entre o heterozigoto AT com a n&o
conversdo, ambos entre as mulheres. E também foi verificada uma frequéncia
aumentada do homozigoto AA entre os homens no grupo de ndo convertores.

Polimorfismos nos 4 locus do gene SLC11A1’ ou ‘NRAMP1’, ndo mostrou
associagao estatisticamente significante entre as variantes do gene SLC11A1 e

susceptibilidade para TB nos individuos com ascendéncia Européia, enquanto outro
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grupo mostrou uma associacdo significante entre os individuos da Asia (exceto a
variante INT4), os africanos (exceto a variante 3_UTR) e a populagdo como um todo
(exceto a variante INT-4) (Liu e cols, 2006).

Um estudo de caso-controle realizado na Tunisia incluiu um pequeno grupo
de pacientes coM.tb A frequéncia de pacientes carregando o alelo T do gene Toll-
like receptor 2 (TLR2) na posigao 677Trp, mostrou um aumento significativo nos
pacientes com TB comparados com o grupo dos contatos. Os autores relataram que
polimorfismos na posicdo R753Q do gene TLR2 foi associado com um aumento de
risco para o desenvolvimento da TB (Texereau e cols, 2005).

Polimorfismos no gene que codifica para o TLR2 mostraram uma forte
associagdo com diminuicdo na resposta de macroéfagos ao M. leprae e M.tb Foi
mostrado também que uma mutagdo no gene TLR2 em camundongos (TLR2-
P681H) atua como inibidor da sinalizagcdo de TLR2, e a expressdo desta mutagao
em linhagens de células RAW inibiu a produ¢cdo de TNF-a. em resposta M.tb
virulento e avirulento (Underhill e cols, 1999). Reiling e cols (2002) avaliaram
resisténcia a infecgcdo aérea pelo M.tb em camundongos knockout (mutante) para
TLR2, TLR4, CD14 e um grupo controle normal, e mostraram que camundongos
knockout para TLR2 tinham uma resisténcia menor a TB apds altas exposicdes, mas
nenhuma diferenga foi observada entre os expostos a baixas doses de infeccéo
aérea. Estes dados sugerem que a presenca do gene TLR2 possa ser um fator
importante a ser considerado na susceptibilidade em desenvolver doenga (Bochub e

cols, 2003).

Em nosso meio foi realizado um estudo com os genes TLR2 (Arg753Gin)
eTLR4 (Thr399Lle) onde foi observado que esses genes mostraram uma maior

ocorréncia entre os contatos adultos com tuberculose pulmonar que apresentavam
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conversao a prova tuberculinica ou adoeceram por TB. A presenca de tais mutacdes
pode ser utilizada como marcador de risco para infecgdo e/ou adoecimento. (Simido

Silva, 2007).

3.8 Papel da LLM

O receptor de manose é uma proteina de 175 kDa que €& expressa nas
superficies de células apresentadoras de antigenos como os macréfagos (Stahl &
Ezekowitz, 1998) e células dentriticas (Sallusto e cols, 1995) e se liga as bases
ligantes do reconhecimento de grupos de manose terminal. Este critério de ligagao
facilita o receptor de manose e torna ideal para reconhecer patdégenos que contém
glicoprotéinas na superficie, inclusive M.tb (Weis e cols, 1998). A expressao do
receptor de manose é altamente regulada e totalmente dependente do ambiente de
citocinas da resposta pulmonar e ativacado do estado da célula.

O sistema respiratério permanece constantemente inalando substancias e
agentes infecciosos, propiciando defesas naturais que incluem mecanismos,
respostas e mecanismos celulares, assim como uma variedade de area sintetizada e
sistematicamente derivada de moléculas de defesa. Recentes estudos tém focado
muita atencdo para importdncia das proteinas associadas a Surfactantes,
especialmente a pulmonares Surfactante A (SP-A) e pulmonares Surfactante D (SP-
D), deste da resposta inata, natural e sistema de defesas n&o clonal (Sastry &

Ezekowitz, 1993; van Golde, 1995).

3.9. Polimorfismo no gene LLM (LLM2)

O nome de colectina é derivado da palavra “colageno” e “lectina”. Estas
moléculas sdo compostas de quatro regides diferentes: uma regido terminal-N, uma
regidao de colagenos, um espirado hélice-oa. e um dominio de lectina terminal-C. Com

excecdo da regiao terminal —N, essas regides ou tipos de dominios sao também
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encontrados em outras moléculas. A presenca de uma regido como colageno
significa que essas moléculas contém uma estrutura trimera. Isto €, um pré-requisito
para tornar suas funcbes mais apropriadas; € o dominio de reconhecimento de
carboidrato (CRD), uma colectina unica de afinidade por carboidratos, é fraca, mas a
organizagao trimera permite uma trivaléncia e dai uma forte interagdo entre
colectinas e superficie alvo contendo carboidrato. A LLM em humanos existe em
varias formas oligoméricas assim como, triméras, tetrdmeras e pentadmeras (Dahl e

cols, 2001). (FIGURA 4)
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Figura 4: Estrutura e Organizagao da LLM (Prensanis e cols, 2003).

Alguns trabalhos tém mostrado a importancia estrutural de CRD (Weis e cols,
1991; Weis & Drickamer, 1994; Ezekowitz e cols, 1989; Sheriff e cols, 1994). Cada
CRD se liga ao calcio, permitindo uma forma coordenada para a ligagdo com 3- e 4-
grupos de hidroxila de acgucares especificos, incluindo manose, N-acetil-d-
glucosamina, N-acetil-manosamina, frutose e glicose. As trés CDRs em cada
estrutura séo separadas por 45 -A de distancia (Sheriff e cols, 1994).

Muitas lectinas ja foram isoladas de diversas classes de seres vivos, desde
animais (vertebrados e invertebrados) até plantas. (Turner, 1996). As lectinas no

soro foram descritas por Robinson e cols em 1975 e a proteina foi isolada em 1978
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por fragdes citosdlicas de figado do coelho por Kawasaki e cols. Subseqlientemente,
Wild e cols em 1983 foram capazes de isolar LLM do figado de humanos e de ratos.

A LLM foi primeira isolada e clonada em hepatécitos e o figado é considerado
o local principal de sintese desta proteina (Summerfiled & Taylor, 1986). Entretanto,
varios estudos clinicos e epidemioldgicos sugeriram que LLM pode ser sintetizada
em tecidos nao hepaticos. Dados experimentais relataram o conceito de sintese de
LLM em tecidos nao hepaticos. Mondcitos humanos e células dentriticas derivadas
de mondécitos sdo ambas capazes de sintetizar LLM in vitro (Downing e cols, 2003).

SPA e a maioria das LLMs apresentam formas complexas como buqué com
seis trimeras. O grau de oligomerizagao difere entre proteinas, mas pode também
variar dentro da populagdo molecular. Somente complexos grandes como, por
exemplo, pentameros ou hexameros, participam de respostas biolégicas completas
em termos de estimulagdo de macrofagos e ativagdo de complemento. Entretanto, a
organizacgao estrutural de SP-A e a de LLM ¢ similar a do sistema complemento de
C1q, ampliando a analogia entre essas proteinas para abranger ambas as fungdes e
estruturas. Portanto, o grau de oligomerizagdo de LLM parece estar mais baixo no
figado do que no soro, e a MBL-C de ratos tem sido relatado ter um unico trimero
(Wallis & Drickamer, 1997) como colectinas 43 (CL-43) (Holmskov e cols, 1995).

A organizagao estrutural permite uma alta-afinidade de interagdo entre
dominios de lectina de LLM e oligossacarideos de patdgenos, resultando em uma
mudancga conformacional da estrutura multimera da LLM e ativagao de moléculas
associadas a proteases serinas (MASP). LLM é estruturalmente e funcionalmente
similar a C1q, iniciador da via classica do complemento, ndo possui dominios de
lectina ou atividade de se ligar a carboidratos (Turner, 1996), embora a LLM pode se

ligar a patégenos independente de anticorpos (Worthley e cols, 2005).
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A LLM no plasma existe em complexo com MASPs, MASP-1 (Matsushita &
Fujita, 1992), MASP-2 (Thiel e cols, 1997) e MASP-3 (Dahl e cols, 2001) e com uma
variante pequena de MASP-2, conhecida como Map-19 (Schwaeble e cols, 2002;
Stover e cols, 1999) ou sMAP (Takahashi e cols, 1999). Essas proteinas associadas
nao sao igualmente distribuidas entre os diferentes oligdbmeros de LLM (Gadjeva e
cols, 2004). As MASPs sao ativadas quando a LLM se liga a modelos de
carboidratos ( Vorup-Jensen e cols, 2000).

MASP-2 e Map19 sao codificadas pelo mesmo gene MASP2/MAP19 em
cromossomo 1. Similarmente a MASP-1 e MASP-3 sao codificadas pelo mesmo
gene MASP-1/3 em cromossomo 3 (Worthley e cols, 2005). A MASP-2 ativa via
complemento através da clivagem de proteinas C4 e C2 (Vorup-Jensen e cols, 2000;
Rossi e cols, 2001).

O complemento € um complexo sistema de defesa do hospedeiro designado
para eliminar patdégenos. Consiste aproximadamente de 30 soros e proteinas
associadas a membrana, entretanto, possui uma importante funcdo no inicio da
infeccao contra agentes microbianos. Ativacdo do complemento pode ocorre através
de trés diferentes vias. A primeira é a Via Classica requer a presencga de anticorpos
e envolve ativacao inicial de C1 e subseqlentemente, reacdo com C4 e C2. A
segunda é a Via Alternativa que ocorre na auséncia de anticorpos, diretamente por
estruturas de superficie de microorganismos. E a ultima é a Via LLM que é ativada
na auséncia de C1 e anticorpos, pois a LLM se liga a carboidratos presentes na
superficie de microorganismos invasores (Thiel e cols, 1992). LLM pode também
agir como uma opsonina, aumentando entdo a captura de microorganismos por

células fagociticas (Kuhlman e cols, 1989; Walport, 2001; Walport, 2001).
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A via da LLM pode também ser ativada por uma proteina chamada ficolina.
Esta por sua vez, apresenta estruturas similares a das colectinas, possuindo
dominios de colagenos ligantes, dominios com fibrogénio, contendo propriedades
ligantes de agucares. As L-ficolina e H-ficolina sao fatores humorais sintetizados
pelos hepatdcitos, embora H-ficolina tem sido observada em fluido de alvéolo
pulmonar e na bile (Akaiwa e cols, 1999). Em contraste, a M-ficolina € encontrada
nas Células Monucleares do Sangue Periférico e Células Polimorfonucleares e
células epiteliais do pulm&o tipo Il (Liu e cols, 2005). As ficolinas sao também
encontradas em complexos com a MASPs e s&do consideradas diferentes em relagao
a especificidade a ligantes comparadas com LLM (Lynch e cols, 2004).

Polimorfismos genéticos podem contribuir para variagdo na expressao, assim
como na estrutura da proteina em algumas situagdes (Bidwell e cols, 1999).
Variagdes importantes nas concentragdes séricas de LLM tém sido associadas a
presenca de estados polimorficos.

A variagcao nos niveis de LLM pode ser atribuida a trés mutacdes estruturais
no gene LLM2, que resultam em polimerizagao defeituosa e a interagdo de varios
polimorfismos na regido promotora que influenciam na transcricdo do gene. As
mutagdes estruturais tém sido observadas em uma frequéncia superior a 15% nas
populagdes estudadas (Turner e cols, 1996). As substituicbes de base unica nos
cédons 52, 54 e 57 do éxon 1 sdo: Arg 52- Cys (variante D), Gly 54- Asp (variante B)
e Gly 57- Glu (variante C), respectivamente. Dentro da regido promotora,
substituicdes nucleotidicas nas posi¢cées -550, -221 e + 4, dando origem as
variagdes H/L, Y/X e P/Q influenciam a expressdo de LLM (Presanis e cols, 2004)

(TABELA 1).



TABELA 1: Mutagdes estruturais no éxon 1 do gene LLM2

Proteina normal Arg Gly Gly
DNA normal CGT CGC GGA
(alelo A)

Cddons 52 54 57
Mutacgdes TGT GAC GAA
Alelos mutantes D B C
Proteina mutante Cys Asp Glu
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A concentracdo de LLM no soro em grande parte é determinada
geneticamente e estudos prévios tém indicado que trés variantes alélicas B, Ce D e
alguns haplétipos na regido promotora do gene tem um efeito dominante nos niveis
desta proteina (Madsen e cols, 1995; Steffensen e cols, 2000).

Super e colaboradores (1989) observaram que a perda relativa de LLM
representa um defeito de opsonizagdo em pessoas contaminadas com fungos,
porém sd0 mais propensas para infecgcdes recorrentes, apesar da imunidade
adaptativa satisfatoria. E foi subsequentemente mostrado que a substituicdo de
aminoacidos interrompe a hélix do colageno em cédon 54 (alelo B) realgando baixos
niveis de LLM (Sumiya e cols, 1991).

Varios estudos tém associado a diminuicdo dos niveis de LLM no soro com a
presenca de polimorfismos e susceptibilidade a doencas infecciosas e auto-imunes
(Super e cols, 1989; Summerfield e cols, 1995; Summerfield e cols, 1997). Baixos
niveis desta proteina foram associados com polimorfismos no éxon 1 de pacientes
com doengas auto-imune como Lupus Eritematoso Sistémico (LES) (Davies e cols,
1995; Super e cols, 1989) e artrite reumatica (Graudal e cols, 1998; Garred e cols,
2000), assim como em pacientes com historia progressiva de AIDS (Garred e cols,

1997), e fibrose cistica (Garred e cols, 1999).
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A associagao de homozigose para mutagao no alelo B (éxon 1) (Matsushita e
cols, 1998) foi observada em pacientes com hepatite C crénica que nao respondiam
ao tratamento com interferon.

A presenca de mutagao no éxon 1 (cddons 52, 54 e 57) foi associada com
susceptibilidade a TB na populagao Indiana. No entanto, o perfil genético associado
aos niveis elevados de LLM foi considerado como responsavel por uma
desvantagem competitiva face a infeccao por M.tb (Selvaraj e cols, 1999). A
presenca do alelo B do éxon 1 foi associado com susceptibilidade a TB entre
africanos (El Sahly e cols, 2004).

O estudo de fatores genéticos do hospedeiro e sua contribuicdo no
desenvolvimento de doencgas infecciosas orientam questdes fundamentais no
entendimento de enfermidades como a TB. O estudo de imunogenética tem
estimulado pesquisa em novos farmacos assim como vacinas. Contudo, a despeito
da enorme variabilidade genética nas diferentes populagbes, se faz necessario o
entendimento das bases genéticas da nossa populagdo brasileira, que apresenta
caracteristicas bem distintas das populagdes relatadas na maioria dos estudos. A
resposta imune a TB ativa e/ou infecgdo também é controlada por fatores genéticos
(entre outros) (Casanova & Abel, 2002). O estudo da variabilidade genética
(principalmente em genes que codificam para citocinas e seus receptores), e a
associagdo com TB compreendem um caminho promissor, pois podem contribuir na
identificacdo de potenciais marcadores de susceptibilidade e protecao a infeccéo
pelo M.tb

O interesse em investigar os SNPs aumentou muito desde conclusdo do
projeto genoma humano. E é amplamente aceito que os SPNs representam as

formas mais abundantes de variagées genéticas entre os individuos. Na realidade,
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pode ser considerada uma poderosa ferramenta para identificacdo de genes
envolvidos em Mendeliano, poligénico e doengas multifatoriais (Gray e cols, 2000).
Por isso sdo fundamentais as pesquisas nesta area, assim podemos descrever as
associagdes de susceptibilidade/ou prote¢gdes em determinados genes, buscando
uma melhor terapia para cada paciente, contribuindo para qualidade de vida da

populacéo.

3.10. Doencas Associadas aos Polimorfismos de LLM

Existe um interesse substancial no papel que a LLM pode ter na infec¢ao por
HIV, estudos recentes mostraram que LLM purificada foi capaz de se ligar a células
infectadas por HIV e diretamente inibiu a infecgao do HIV nos linfoblastos. LLM se
liga a gp120 glicoproteinas de células de linhagens de derivados isolados (Ezekowitz
e cols, 1989) e isolados primarios (Saifuddin e cols, 2000) ativando o sistema
complemento, nos quais apresentam um rico residuo de manose e é crucial para
interagcdes dos virus com marcadores de superficies celulares, portanto CD4 que
estdo localizados na superficie das células T sédo alvos dos virus (Haurum e cols,
1993).

Em alguns estudos parece que a insuficiéncia de LLM predispde para
susceptibilidade para infeccdo por HIV, mas dados sobre essa influéncia em
progressao da doencga sao conflitantes. Um estudo de coorte prospectivo em Danish
com adultos infectados por HIV revelou infecgao e associagcado de susceptibilidade a
doenca com variantes alélicas de LLM e baixos niveis no soro. Em récem-natos
italianos adquiriram a infecgcédo por HIV, o alelo H da regido promotora (associagao
com altos niveis de LLM) parece proteger contra infecgao por HIV (Boniotto e cols,

2000), embora nao houve diferengca em susceptibilidade a infecgdo baseados em
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alelo B de LLM que foi mostrado em criangas com HIV negativa ou positiva de maes
portadora do HIV (Amoroso e cols, 1999).

Polimorfismos no gene de LLM tém sido associados com aumento de
susceptibilidade para infeccdo por HIV-1 em criangas brasileiras (Boniotto e cols,
2003) e com progressao acelerada da doenga em criangas italianas infectadas por
HIV-1 (Amoroso e cols, 1999) nascidas de maes soro-positivo.

LLM estimula fagocitose de Neisseria meningitidis por neutrofilos, macrofagos
e mondcitos, aumentando a propor¢gdo de organismos mortos, embora module a
resposta imune através da redugdo de citocinas pro-inflamatérias (Jack e cols,
2001). Em um estudo envolvendo populacdes negras do Sul da Africa, o alelo B foi
associado com protegcao de meningite tuberculdsica e doengas pulmonares (Hoal—
van Helden e cols, 1999).

Altas frequéncias de variantes alélicas B e C de LLM em muitas populacdes
sugerem que estes alelos podem conferir algumas vantagens bioldgicas (Lipscombe
e cols, 1992; Garrede cols, 1994; Hoal-van Helden e cols, 1999). Uma delas é que
LLM deficiente ajuda a proteger o hospedeiro contra infecgdo por parasitas
intracelulares, como por exemplo, as micobacteria e leishmania. Uma outra proposta
€ que essas altas freqiéncias de mutagdes sao observadas em regides tropicais e
podem servir para redugcdo do efeito excessivo e danoso da ativagdo do
complemento (Lipscombe e cols, 1992). Ambas as variantes alélicas B (Yuen e cols,
1999) e D (Thomas e cols, 1996) tém sido associdas com a hepatite B crbnica
(HBV).

A insuficiéncia de LLM em alguns individuos susceptiveis as infecg¢des
recorrentes ou doengas auto-imunes (Kilpatrick, 2002; Vasta e cols, 1999) e altos

niveis de LLM esta associado com algumas desvantagens bioldgicas (Lipscombe e
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cols, 1992; Matsushita e cols, 2001). Considerando que a asma €& uma doenca
inflamatdria crénica em pacientes susceptiveis geneticamente e em geral associado
com exposi¢ao a alergenos na infancia, LLM pode ser um fator contribuinte para
inflamacao asmatica em criangas (Uguz e cols, 2005).

Tem sido sugerido que baixos niveis de LLM sdo associados com varias
doencgas. A associagdo entre os gendétipos, niveis de LLM, susceptibilidade a
doencga, e aplicagdes terapéuticas de LLM tém sido muito discutidos (Kilpatrick,
2003; Casanova & Abel, 2004). Além do mais o papel da LLM em modificar a
resposta inflamatdria tem sido revisado (Jack & Turner, 2003).

Na tabela 2 estdo apresentados estudos relevantes do gene LLM2 em
diversas populacdes.

TABELA 2: Doencas associadas aos polimorfismos de LLM.

Gene LLM2 Doenca Local Referéncia
Estudo Funcional e Luapus China Huang e cols, 2003.
Haplotipico (éxon 1 e Eritematoso

regido promotora).

Variantes Alélicas Avrtrite Dinamarca Garred e cols, 2000.

Reumatéide

Variantes Alélicas Hepatite C Japéao Matsushita e cols, 1998
Variantes Alélicas e Fibrose Cistica Dinamarca Garred e cols, 1999.
regido promotora

Variantes Alélicas Meningite Géambia Hoal-van Helden e cols,

tuberculdsica 1999.

Estudo funcional Tuberculose India Selvaraj e cols, 1999.
(Variantes Alélicas) pulmanar

Estudo Funcional Sindrome de Japao Tsutsumi e cols, 2001.

Sjégren

Estudo Funcional Leishmania Brasil Santos e cols, 2001.
(Variantes Alélicas)

Estudo Funcional Tuberculose india Selvarj e cols, 2006.

(B,CeD) Pulmonar
Estudo Funcional e Asma Japao Wang e cols, 2007;
Haplotipico (éxon 1 e

regiao promotora)

(Variantes Alélicas) HCV Brasil Segat e cols, 2007.

Estudo Funcional AIDS Dinamarca Garred e cols, 1997.
(Variantes Alélicas)
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4.0 Método e Modelo Experimantal
4.1. Modelo de Estudo
Um estudo descritivo para:
» Estimar a prevaléncia dos polimorfismos no éxon 1 da LLM (alelos 52, 54 e

57) em contatos adultos de pacientes com TB pulmonar.

4.2. Periodo do Estudo

A populacao elegivel para o estudo constitui em contatos adultos atendidos no
Programa de Controle de TB Hospital no periodo de outubro de 1998 a marco de

2004.

4.3. Local de Estudo

Centro Hospitalar Instituto de Doengas do Térax (IDT) e Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho (HUCFF) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).
Situado na cidade do Rio de Janeiro, na llha do Fund&o, na Area Programatica AP-
3.1, o Centro Hospitalar da UFRJ é um centro nacional de referéncia para AIDS e
para tuberculose e referéncia estadual para doengas em geral. Dispde de 527 leitos,
dos quais 20 leitos sédo especificos para o atendimento de paciente infectado pelo
HIV e 20 leitos para o atendimento de pacientes com pneumopatias. Atualmente, o
Centro Hospitalar dispde de 12 leitos para isolamento respiratério (isoladamente de
paciente com suspeita de tuberculose pulmonar). Sdo atendidos e acompanhados,
anualmente no Centro Hospitalar, cerca de 180 pacientes com tuberculose, 100 na
forma pulmonar (60 baciliferos) com média de 3 contatos por individuo, sendo 20%
dos pacientes infectados pelo HIV; em 25% deles, o diagnodstico de TB é realizado

no periodo de internagao ou no atendimento ambulatorial.
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4.4. Populacéo de Referéncia

Contatos adultos de pacientes com diagndstico de TB pulmonar confirmado
bacteriologicamente, atendidos no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da

UFRJ.

4.5. Pacientes do Estudo (elegiveis)

Foram considerados elegiveis para o estudo, contatos adultos de pacientes
com diagnostico de TB pulmonar confirmado bacteriologicamente, incluidos na

coorte de contatos do Programa de Controle de TB Hospitalar da UFRJ, no periodo

de estudo.

4.6. Aspectos Eticos

Os procedimentos relacionados a este estudo n&o trouxeram risco
significativo para aqueles que foram incluidos; todos os individuos incluidos foram
submetidos a entrevista abordando dados da vida pessoal, a venopuntura e a
telerradiografia de térax. Todos os contatos de TB pulmonar foram submetidos a
prova tuberculinica com PPD Rt23. Quando o individuo se sentiu esclarecido, foi
convidado a assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido; o projeto foi
submetido ao CEP da Faculdade de Medicina/HUCFF/UFRJ, aprovado com o

numero 007/04.

4.7. Participantes do estudo

Participaram do estudo os contatos que preencheram os critérios de incluséao.
Os contatos responderam a um questionario padronizado e foram submetidos a
coleta de amostra sanguinea, apds a concordancia por escrito no TCLE. Quando

indicado, os contatos ou seu representante legal realizaram Prova Tuberculinica
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(PT) e novo exame radiologico de térax. Sempre que possivel a informagao foi
coletada junto ao contato e seus familiares e os dados constantes da ficha do PCTH
e prontuario médico. Neste estudo o protocolo de estudo e o TCLE foram
submetidos ao Comité de Etica em Pesquisa da FM-HUCFF e ao CONEP, por se

tratar de estudo genético, aprovado com numero de 007/04.

4.8. Critérios de Inclusao

Foram incluidos neste estudo contatos de ambos os sexos, com idade igual
ou superior a 15 anos, independentes de cor de pele que:
a) eram contato de paciente com TB pulmonar com diagndstico confirmado
bacteriologicamente e exposicdo = 4 horas por no minimo uma semana que eram
contatos de pacientes com TBP confirmada,;

b) Aceitaram a participagdo com assinatura do TCLE.

4.9. Critérios de Exclusao

Foram excluidos os contatos:

a) que ndo foram encontrados na residéncia, o endere¢o era incorreto, a area
residencial era de risco para realizar visita, ou ndo compareceram ao hospital para
entrevista e coleta de amostra clinica;

b) que evoluiram para 6bito apds seu atendimento no PCTH,;

c) cujo material clinico ndo tenha sido submetido aos exames constantes do

protocolo de rotina de investigacao diagnostica.

4.10. Grupo de Estudo
Este estudo compreendeu amostras de sangue de contatos incluidos no

seguimento ambulatorial do PCTH que: a) evoluiram para TB ativa; b) apresentaram
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viragem da Prova Tuberculinica (PT), c) permaneceram com PT positiva,
identificada desde o inicio de sua avaliagdo; d) continuaram com PT negativa

durante o seguimento clinico.

4.11. Definicdo de Termos

Diagndéstico de tuberculose:

4.11.1. TB confirmada entre os casos indices: foi considerado quando ocorreu
com cultura positiva para micobactéria com subsequente confirmagdo da espécie
como M. tb em espécime clinico, por meio de testes bioquimicos. (Kent & Kubica,
1975; Brasil, Ministério da Saude, 1994b).

4.11.2. TB ativa entre os contatos adultos: foi considerado nos casos com
confirmagéo bacteriolégica (ver acima) ou quando recebeu tratamento anti-TB na
Unidade Basica de Saude. Nestes casos, foram analisadas as informacgdes
constantes dos prontuarios meédicos nestas unidades, a presencga de sua notificagcao
no SINAM, aliada a resposta clinica e radiolégica aos medicamentos anti-TB.

4.11.3. Contatos: Pessoas que residiam no mesmo domicilio do paciente com TB
pulmonar ativa por um periodo minimo de 3 meses, durante os 2 anos anteriores a

data do diagnostico e com periodo de exposigao maior que 4 horas por semana.

4.11.4. Diagndstico de TB latente, utilizada no estudo:

a) Prova tuberculinica positiva inicial: indurag&o cutanea igual ou superior a 10 mm.
b) Prova tuberculinica negativa inicial: induragao cutanea inferior a 10 mm na 12
dose da prova tuberculinica ou apds a 22 dose realizada uma a trés semanas apos a

12 dose (analise do efeito booster).
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c) Tuberculose infeccao recente (viragem tuberculinica): quando a prova
tuberculinica inicial apresentou induragdo inferior a 10 mm (resultado da 1% ou 22
dose, quando da avaliagéo do efeito booster) e no periodo de 4 a 12 meses ocorreu
um aumento de induragao igual ou superior a 10 mm na prova tuberculinica nos nao
vacinados com BCG ou nos vacinados com BCG ha mais de 2 anos. Nos vacinados
com BCG ha menos de 2 anos, considerou-se viragem tuberculinica com um
aumento de pelo menos 15 mm em relacdo da induracao anterior.

d) prova tuberculinica positiva final: induragédo cutanea igual ou superior a 10 mm ao
final do seguimento ambulatorial em contato que ndo adoeceu por TB;

e) prova tuberculinica negativa final: induragdo cutanea inferior a 10 mm ao final do

acompanhamento ambulatorial em contato que n&o adoeceu por TB.

4.11.5. Definicdo da Prova tuberculinica segundo o Ministério da Saude:
a) individuos com induragcdo da PT de 0 a 4 mm — né&o reator: individuo néo
infectado por M tb ou outras micobactérias; infectado pelo M.tb ainda em fase de
viragem tuberculinica (ou excepcionalmente em pacientes imunodeprimidos)
considerado como infecgao;
b) individuos com induragdo da PT de 5 a 9 mm, foram considerados como reator
fraco: individuo vacinado com BCG, infectado por M tb ou outras micobactérias;
¢) individuos com induragéo da PT de 10 mm ou mais foram considerados como
reator forte.
4.11.6 Diagnostico de infeccéo pelo HIV

Infecgédo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV): reatividade ao teste

de Elisa (Organon Teknika, Boxtei, The Netherlands), realizado por duas vezes com



41

a mesma amostra de soro e confirmado posteriormente, em uma segunda amostra,

pelo teste de Western-Blot (Du Pont Company, Wilmington, Delaware, USA).

4.11.7. Diagndstico de Diabetes Mellitus
Presenca de glicemia em jejum igual ou maior que 126 mg/dl em pelo menos

duas ocasides distintas.

4.11.8. Diagndstico de alcoolismo
Foi utilizado o critéerio CAGE para o diagndstico de alcoolismo (tais

informacgdes sao coletadas rotineiramente no PCTH).

4.11.9. Diagndstico de vacinacdo com BCG

Presenca de cicatriz vacinal em deltdide direito.

4.12. Plano de Coleta de Dados

Coleata da dados

@

INnclusdo dos Pacientes

/ldentificacao dos contatos ‘

Entrevista | Arnostra de
l Sangue Total

Consentimento

l i

| Questionario |

PT | Raio X | L senotipagem

Termo de |

)
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4.12.1. Entrevista dos contatos:

Apods esclarecimento sobre os objetivos do estudo e assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido, os contatos responderam a um questionario
padronizado contendo questdes referentes a seus dados sécio-demograficos, clinico
e laboratorial e tiveram sangue coletado para estudos genéticos e testagem anti-HIV,

quando indicado (caso esta informagao nao estivesse disponivel na ficha do PCTH).

4.12.2. Procedimentos:

Apds consentimento por escrito dos contatos de pacientes com tuberculose
pulmonar ativa (ou seu representante legal, caso estivesse impedido de assinar tal
documento), foram realizados:

1. Exame fisico e entrevista padronizada que consistiu na analise de dados clinico-

epidemioldgicos.

2. Exames radiograficos do térax em péstero anterior-PA, quando indicado, foram

analisados seguindo a rotina do PCTH/HUCFF).

3. Testes cutaneos: Os testes cutdneos foram realizados por profissionais treinados

por técnicos que preenchiam os critérios do Ministério da Saude, com grau de

concordancia intra-individual nas leituras da prova tuberculinica de mais de 80%. O

teste tuberculinico foi praticado com 2UT de PPD RT23 (fornecido pelo Centers for

Disease Control-CDC dos EUA), segundo a técnica de Mantoux, com leitura entre 48

e 72 horas.

4. Obtencao de sangue total: Um volume de 1,5 mL de sangue periférico foi coletado
de cada contatos em tubo contendo anticoagulante. Apés homogeneizagao por

inversdo o mesmo foi congelado a -20°C para posterior extragdo do DNA.



43

As variaveis constantes dos instrumentos de coleta de dados foram
selecionadas baseadas em fatores de risco ja conhecidos e descritos na literatura.
Foram incluidos fatores que poderiam estar relacionados a predisposicdo para TB
nos paises em desenvolvimento, especialmente as relacdes familiares e as variaveis
socio-econdmicas. Em relagdo ao paciente com TB pulmonar ativa foi analisado as
seguintes variaveis constantes da ficha do PCTH ou dos prontuarios médicos: tempo
de sintomas respiratdérios em semanas, presenca ou nao de cavidade no radiograma
de térax, carga bacilar da amostra de escarro (BAAR +, ++,+++) ou BAAR -/cultura+.
Na entrevista dos contatos foram analisados as seguintes variaveis: a intensidade de
exposi¢ao de cada membro da familia dos casos indices de tuberculose pulmonar, a
frequéncia de contato intradomiciliar, além das atividades compartilhadas durante o
dia. Foram utilizadas as seguintes questdes: (1) dormiu na mesma casa, mas nao no
mesmo quarto; (2) dormiu no mesmo quarto, mas nao na mesma cama e (3) dormiu
no mesmo quarto e na mesma cama. O contato diario foi avaliado da seguinte forma:
“ocasional”, “parte do dia” (contato inferior a metade do dia) ou "a maior parte do
dia” (contato superior a metade do dia) .Todos os contatos foram categorizados
como parentes em primeiro grau (pais, filhos do mesmo casal), parentes em
segundo grau (filhos de outros cbnjuges, avos, netos, tios, sobrinhos), parentes em
terceiro grau (primos em primeiro grau); parentes em quarto grau (primos por parte

de mée /ou pai,) ou quinto grau (primos em segundo grau).
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4.13 Célculo Amostral

De acordo com as frequéncias encontradas em diferentes populagdes (tabela
3), e assumindo uma populagdo de 600 pessoas, para uma estimativa com variagéo
aceitavel de até 10% e intervalo de confianga de 95% foram necessarios a inclusao
de 80 individuos.

Tabela 3: Tabela descritiva do gene LLM2.

Gene Mutacgao Frequéncia Referéncia
Alelo B 28% Turner, 1996
Alelo C 60% Turner, 1996
Alelo D 7,6% Turner, 1996
Alelo B 42% Madsen e cols, 1998
LLM2
Alelo B 46% Madsen e cols, 1998
Alelo C 24% Madsen e cols, 1998
Alelo D 6% Madsen e cols, 1998

4.14. Andlise dos dados

A frequéncia génica foi testada para o equilibrio de Hardy-Weinberg utilizando
o teste exato de Haldane (Weiss & Martinez, 2007). A significancia estatistica entre
as proporg¢oes dos dados socio-demograficos, resultados da prova tuberculinica, e a
associagcao das frequéncias alélicas para os alelos B, C e D do gene LLM2 foi
avaliada usando o teste do qui-quadrado ou o teste exato de Fischer, quando
indicado. Para a comparacao entre variaveis continuas e a frequéncia alélica foi
utilizado o teste t de student ou ndo paramétrico quando indicado. O nivel de
significancia escolhido foi de 5%. Os valores de P descritos sdo bicaudais (two-

tailed).
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Para a comparacao dos diferentes alelos e as frequéncias de infecgao e
doenca tuberculosa entre os contatos foram descritas as razdes entre as proporcoes
(Odds Ratio) com intervalo de confianga de 95%. Os alelos G e C foram utilizados
como categoria de referéncia na analise da associagao entre a presenga do mutante
(A e T) e infecgcao e doenga tuberculosa. Os dados coletados foram repassados ao
Programa Access para Windows versao 2003. Para a analise estatistica foi utilizado

o programa SPSS 11.0 para Windows.

4.15. Calculo das frequéncias alélicas

As frequéncias alélicas foram calculadas a partir da seguinte formula:

f (alelo) = n° gendtipo mutantes homozigoto x 2 + n° gendtipo heterozigoto

n° de genatipos totais x 2

5.0. Descricéo de Métodos

5.1.1. Técnica de Mantoux (realizac&o da prova tuberculinica)
O material utilizado para realizacdo da PT foi o derivado protéico purificado

(PPD), partida RT23, com 0,04 mg de tuberculina por 0,1 mililitros. O material foi
proveniente da Dinamarca e diluido pelo Centro de Referéncia Professor Hélio
Fraga, do Ministério da Saude. Foi utilizada a técnica de Mantoux, com aplicagéo via
intradérmica de 0,1ml de PPD na face volar do antebracgo direito, por um profissional
qualificado pelo Ministério da Saude (MS). Foram utilizadas seringas descartaveis,
com agulhas estéreis, nao reciclaveis, de 27 mm.

A leitura do teste foi realizada em 48-72 horas, apo6s a aplicagao do PT, como
sugerido pelos “CDC” (CDC 1994). Os resultados da leitura foram registrados,

segundo os critérios dos “CDC” e MS: teste tuberculinico positivo foi considerado
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aquele com enduragdo >10 mm e PT negativo se a enduracao foi <10 mm (CDC
1994); forte reator: enduragdo >10 mm, fraco reator: enduragdo <10 mm e <5 mm e
nao reator: enduracdo <5 mm. (Brasil, Ministério da Saude, 2002). O método
utilizado para a leitura foi o palpatério. No momento da leitura, os individuos que
apresentarem PT com enduragao igual ou maior do que 10 mm foram indagados
quanto a presenca de sintomas respiratorios prolongados e febre. Havia
disponibilidade de recursos de exame clinico ambulatorial e radiografico, caso
houvesse suspeita clinica de TB. Uma semana apds a realizacdo do PT, um
segundo PT (Thompson cols, 1979) foi realizada nos individuos nao reatores e fraco
reatores (PPD<10 mm).
5.1.2. Métodos Moleculares

A andlise laboratorial foi realizada as cegas, ou seja, ndo tinhamos
conhecimento de quem era o paciente. O técnico do laboratério ndo teve acesso aos

cbdigos que identificavam a qual grupo pertencia a amostra clinica.

5.1.3. Extracédo de DNA

A extracdo do DNA foi realizada utilizando o Kit FlexiGene (Quiagen).
Basicamente, 250uL de tampéo de lise (FG1) foram adicionados a 100uL de sangue
total, homogeneizado por inversao (5x) e centrifugado por 20s a 10.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e ao precipitado foram adicionados 50uL do tampéao de
desnaturagao (FG2), sendo homogeneizado por inversao (3x) e depois incubado por
5 min a 65°C. Cinquenta uL de isopropanol foi adicionado a mistura. Apds
precipitacdo do DNA, o tubo foi submetido a centrifugag&o por 3 min a 10.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado seco. Um volume de 50uL de etanol

70% foi adicionado, posteriormente centrifugado por 3 min a 10.000 rpm e o
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sobrenadante descartado. Apds seco, ao precipitado foram adicionados 100uL de
tampéo de hidratagcéo (FG3) e posteriormente incubado por 5 min a 65°C. Apds esta

etapa, o material ja pode ser usado para amplificagéo.

5.1.4. Amplificagcdo do DNA por PCR e Genotipagem

Foi utilizada a metodologia de PCR-RFLP. Em resumo, foram utilizados os
Primers 5-CATCAACGGCTTCCCAGGCAAAGACGCG -3’ (sense) e
5AGGATCCAGGCAGTTTCCTCTGGAAGG-3 (antisense). O volume total do PCR
foi de 30 pL contendo 20 ng de DNA gendmico, 1 U de Taq DNA polimerase
(Gibco), 2,0 yL de tampéo 10x, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs e 9 pmol de
cada primer. Seguindo as seguintes condigdes em um termociclador: 4 minutos de
desnaturacgdo inicial a 94° C, seguidos de 35 ciclos de desnaturagdo por 30
segundos a 94°C, anelamento por 1 minuto a 60° C e extensdo por 2 minutos a
72°C. Extensao final por 5 minutos a 72° C. Os produtos da PCR foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose 2% e corado com brometo de etidio. 7 pyL de
produto de PCR foram incubados por 16 horas a 37° C com 1U de Mboll, 1U BAnI
e 1U Hhal para cada reagdo em um volume total de 25uL. As amostras foram

submetidas a eletroforese em gel de agarose 3% (Dahl e cols, 2004).
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Tabela 4: Enzima e comprimento do fragmento de restricao.

Gene LLM2 Enzima Variacao Comprimento
Cdédon 54 Banl Selvagem - alelo G 90 pb e 35pb
(alelo B) Mutante - alelo A 125 pb

Cddon 57 Mboll Selvagem - alelo G 125 pb
(alelo C) Mutante - alelo A 69 pb e 28 pb
Cddon 52 Hhal Selvagem - alelo C 97 pb e 28 pb
(alelo D) Mutante - alelo T 125 pb

Digestédo: Cédon 54(Alelo B)
Marcador: 25 pb

Selvagem: 90 pb 35pb
Mutante: 125 pb

Figura 5: Digestdo LLM2 Cédon 54

Digestao: Codon 57(Alelo
C)

Marcador: 50 pb
Selvagem125 pb
Mutante: 69 pb e 28 pb

Figura 6: Digestdo LLM2 Codon 57



Figura 7: Digestdo LLM2 Codon 52

Digestao: Cédon 52 (Alelo D)
Marcador : 25 pb

Selvagem: 97 pb e 28 pb
Mutante: 125 pb

49
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6. Resultados

6.1. Caracteristicas gerais da populacdo estudada

No periodo de outubro de 1998 a margo 2004, um total de 606 individuos se
apresentaram ao ambulatorio do servico de Pneumologia do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho (HUCFF) com diagnéstico de TB confirmado por métodos
bacterioldgicos ou foram submetidos ao tratamento quimioterapico anti-tuberculose
baseado em critérios clinico-radiolégicos de probabilidade. Hum mil setecentos e
dois individuos que tiveram contato com o caso indice e estavam dentro dos critérios
de contato estabelecidos para o estudo, foram contactados pela equipe do PCTH,
sendo que 525 (43,3% do total de 1211) contatos de 291 casos indices que foram
acompanhados no ambulatério do PCTH, responderam ao questionario padronizado
e tiveram sangue periférico coletado para analise genética. A mediana de
acompanhamento foi de 53,7 meses. Quarenta e trés contatos adoeceram por TB,

com a mediana da ocorréncia do evento de 12 meses.

Dos 525 contatos incluidos no estudo 344 (65,5%) eram do género feminino;
duzentos e vinte oito (44,4%) foram classificados como brancos e 79 (15,4%)
negros, 199 (38,7%) pardos e 08 (1,5%) nao responderam. A mediana da idade foi
de 41,18 anos (minimo de 15 e maximo de 91 anos). Trezentos e noventa e quatro
(75,4%) eram naturais do Estado do Rio de Janeiro, e 131(24,6%) eram naturais de
outros estados: Minas Gerais (24; 4,6%), Paraiba (24; 4,6%) e Pernambuco (13;
2,5%). Com relagao ao grau de parentesco com o caso indice, 474 (90.6%) eram
familiares, dentre estes 201 (38,3) eram cOnjuges e 122 (23,2%) eram filhos. Com
relacdo ao tempo de contato 455 (87%) referiam contato diario continuo com o caso
indice, 34 (6,5%) diario intermitente, 25 (4,8%) contato frequente e 9 (1,7%) contato

ocasional. Um total de 426 (81,8%) contatos avaliados habitava na mesma moradia
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do caso indice, 13 (2,5%) eram vizinhos e 82 (15,7%) nao residiam préoximo ao caso

indice (Tabela 5).

Tabela 5: Caracteristicas soécio-demograficas e epidemiolégicas dos contatos

incluidos no estudo.

Variaveis

Género "
Masculino
Feminino

Cor da Pele @
Branca

Negro

Pardo

Nao responderam

Naturalidade®

Rio de Janeiro
Minas Gerais
Paraiba
Pernambuco

Outros

Grau de Parentesco ¥

Nao Consangiineo

Consanglineo
Tipo de Contato ©
Familiar

Nao Familiar

Freqiiéncia de Contato ©

Diario continuo

Diario intermitente
Frequente

Ocasional

Proximidade do Contato "

Mesma casa
Vizinho

Sem proximidade

Frequéncias (%)

181 (34,5%)
344 (65,5%)

228 (44,4%)
79 (15,4%)

199 (38,7%)
08(1,5%)

394 (75,4%)
24 (4,6%)
24 (4,6%)
13 (2,5%)

70 (12,9%)

197 (37,5%)
328 (62,5%)

474 (90,6%)
49 (9,4%)

455 (87%)
34 (6,5%)
25 (4,8%)

9 (1,7%)

426 (81,8%)
13 (2,5%)

82 (15,7%)

n=(1) 525; (2) 514 ; (3) 525; (4)525; (5)523; (6)523 ; (7) 521
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6.2. Fatores de risco associados a infeccdo e doenca entre os contatos
adultos.

Foi analisada a presenca de co-morbidades que pudessem estar associadas
a um maior risco de infeccdo e adoecimento pelo M.tb pelos contatos. Um total de
436 (98,2%) contatos ndo relataram histéria de TB prévia e 8 (1,8%) relataram TB
prévia. Co-morbidades como diabetes, leucemia, linfomas, neoplasias, HAS,
cardiopatias, hepatopatias, doengas do colageno e silicose foram relatados em 1 %
dos contatos avaliados. Apenas 1 (0,2 %) contato relatou historia de reclusdo em
cadeia e/ou prisdo nos ultimos 24 meses e 3 (0,7%) foram internados nos doze
meses que precederam ao inicio da avaliagédo. Durante o momento de avaliagéo,
apenas trés (0,7%) contatos eram usuarios de drogas imunossupressoras, um
(0,2%) informou fazer uso de drogas injetaveis e 06 (1,6%) relataram usar drogas
ndo injetaveis; 66 (12,6%) eram tabagistas e 458 (87,4%) n&o eram tabagistas.
(Tabela 6).

Tabela 6: Condigdes predisponentes a infecgao e/ou ao adoecimento por M tb entre
0s contatos.

Variaveis Frequéncias (%)
Tuberculose no passado "

Sim 08 (1,8%)
N30 436 (98,2%)
Presenca de co-morbidade

Sim 05 (1,1%)
N&o 443 (98,9%)
Prisdo nos Ultimos 24 meses ©

Sim 01 (0,2%)
N30 447 (99,8%)
Internac&o nos Ultimos 4 meses

Sim 03 (0,7%)
N&o 445 (99,3%)
Uso de imunossupressor ©

Sim 03 (0,7%)
N30 445 (99,3%)
Drogas Injetaveis ©

Sim 01 (0,2%)
N&o 446 (99,8%)

Drogas nao injetavel (")
Sim

N&o

Tabagistas ©

Sim

Nao

06 (1,6%)
437 (98,4%).

66 (12,6)
458 (87,4%)

n= (1) 444; (2) 448; (3) 448; (4) 48; (5) 448; (6) 447; (7) 443; (8) 52
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6.3. Caracteristicas clinica laboratorial dos casos indices.

No momento da inclusdo no estudo foi avaliada a situacao clinico-laboratorial
dos casos indices em relagcdo ao risco de transmissao da TB para seus contatos.
Estes dados estdo representados na tabela 7. Dos 291 casos indices analisados,
212 (72,86%) apresentavam baciloscopia positiva no escarro sendo que destes 110
(37,8%) eram = 3 cruzes (esses contatos em particular tinham maior chance de
serem infectados, pois um BAAR de 3 cruzes expressa a maior carga bacifera que
um paciente com TBP pode apresentar). Cento e noventa e dois (65,9%)
apresentavam tosse = 8 semanas. Com relagdo a imagem do Raio-X 250 (85,8%)

nao apresentavam lesao escavada a radiografia do térax.

Tabela 7: Situagao clinico-laboratorial relacionada aos 291 casos indices no

momento inicial do estudo.

Variaveis Frequéncias (%)
Baciloscopia positiva

Sim 212 (72,8%)
Néo 79 (27,2%)
Baciloscopia = 3 +

Sim 110 (37,8%)
Nao 181 (62,2%)
Tempo de tosse

< 8 semanas 192 (65,9%)
= 8 semanas 99 (34,1%)
Presenca de cavidade no RX térax

Sim 41 (14,2%)
Né&o 250 (85,8%)

6.4. Avaliagdo de Infecgéo recente entre os Contatos
6.4.1. Resposta a prova tuberculinica

Todos os contatos incluidos neste estudo realizaram PT ao menos uma vez.
Consideramos o momento da aplicagao da primeira PT como a data da primeira
avaliagdo do contato. Esta data foi utilizada para o calculo do tempo de
acompanhamento do contato. O tempo médio de avaliacéo foi de um ano.

De acordo com o Manual de Normas do Programa Nacional de Tuberculose,

os contatos avaliados foram divididos em nao reator, reator fraco e forte reator
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(Brasil, Ministério da Saude, 1995a) na primeira avaliacdo do teste tuberculinico.
Duzentos e onze (40,3%) foram classificados como forte reator e 313 contatos
avaliados (59,8%) apresentaram induragcao menor que 10 mm (Tabela 8).

Tabela 8: Resposta a prova tuberculinica entre contatos de pacientes com

tuberculose, segundo o Manual de Normas do Programa Nacional de Tuberculose,
2002.

Classificagdo do contato Frequéncias (%)
quanto a resposta a PT
N&o reator (0-4 mm) 265 (50,5%)

Reator fraco (5-9 mm) 48 (9,2%)

Reator forte (> 10 mm) 211 (40,3%)

Os 313 contatos (59,7%) que apresentaram PT < 10 mm foram convidados
para se apresentarem ao PCTH em 2 semanas para realizagao de booster. De 240
contatos que compareceram trinta e nove (16,2%) foram classificados como booster
positivos.

Os 201 (83,8%) contatos que permaneceram com PT < 10 mm apéds
avaliacao do efeito booster foram orientados a retornarem apds 4 meses para novo
teste tuberculinico. Destes, 153 retornaram para avaliacdo de 4 meses e 98
retornaram apdés um ano para ultima avaliacdo. Na tabela 9 sido mostrados os

resultados dos testes tuberculinicos nos diferentes momentos.
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Tabela 9: Resultados da prova tuberculinica no inicio e durante o seguimento
ambulatorial dos contatos adultos.

Classificacao Frequéncias (%)
12 Prova Tuberculinica (")
<10 mm 313 (59,7%)
>10 mm 211 (40.3%)
Avaliacéo do Booster
= 10mm 39 (16,2%)
< 10mm 201 (83,8%)
PT 4° més ©
0-4 mm 105 (68,6%)
5-9 mm 13 (8,5%)
210 mm 35 (22,9%)
PT 12 meses ¥
<10 mm 91 (92,9%)
> 10 mm 07 (7.1%)

n= (1) 524; (2) 240; (3)153; (4) 98; PT: prova tuberculinica.

Dos 525 contatos avaliados, 1 (0,2%) néo realizou PT de 4 meses, 11 (2,1%)
nao fizeram avaliagdo de PT apds um ano, 36 (6,9%) abandonaram apds a primeira
avaliacdo de PT, 50 (9,5%) abandonaram apds avaliagdo de booster, 36 (6,9%)
abandonaram apdés avaliacdto de PT de 4 meses, 26 (5%) realizaram
quimioprofilaxia, 320 (87,9%) completaram a avaliacdo de conversdo a prova
tuberculinica.

A positividade inicial a PT foi de 40,3% (211 em 525), e entre os 313 com
critério para follow up, apenas 177 completam a avaliagcdo de maneira satisfatéria e
entre eles 23 (13%) apresentaram conversao a PT. Trezentos e sessenta e quatro
completaram o follow up clinico, destes 44 (12,1%) adoeceram por TB. As
caracteristicas socio-demograficas e epidemioldgicas para tuberculose entre os

contatos do estudo sdo mostradas na Tabela 10.
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Tabela 10: TB infeccao latente e adoecimento entre os contatos incluidos no estudo.

Variaveis Frequéncias (%)
Infeccdo latente

Sim 273 (64,7%)

N3 14 9
C?)gverséo @) 0 (355%)

Sim 23 (13,1%)
Nao 153 (86,9%
Adoecimento ® ( *

Sim 44 (12,1%)

N0 320 (87,9%)

n= (1)422; (2)176; (3)364.

6.5. Avaliacdo de variaveis clinicas do caso indice

Para verificar quais os fatores clinico-laboratoriais associados a um maior
risco a infecgao e/ou adoecimento dos contatos, realizamos analise univariada com
as seguintes variaveis: baciloscopia, cultura do escarro, presenga e tempo de tosse
e laudo do raio-X dos casos indices e sua associagao com infeccdo pelo M.tb e

doenca TB entre os contatos que completaram o acompanhamento de um ano.

6.5.1. Baciloscopia do caso indice.

Observamos uma associagao significativa com a baciloscopia maior que 3+
do caso indice em relagéo a infecgéao final positiva (12 PT > 10 mm + booster positivo
+ viragem) entre os contatos (p=0,02; OR: 2,11 IC: 1,13-3,93). Para as demais
variaveis (conversdo a PT, infeccdo final e adoecimento) ndo observamos
associacgao significativa. Os dados obtidos da analise da baciloscopia do caso-indice
(<3+ e > 3+) e sua associagao com o resultado da primeira avaliacdo da PT dos
contatos, assim como associacdo com conversao a PT, infecgao final e adoecimento

dos contatos esta representada na tabela 11.
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Tabela 11: Caracteristica da baciloscopia do Cl e sua relagao aos resultados da 12
PT, conversao da PT, PT positiva final e adoecimento dos contatos.

Variavel Baciloscopia < 3 + Baciloscopia =2 3 Valor OR (IC 95%)

+ dep
12 PT (M
<10 mm 92 (59%) 52 (47,3%) 0,06 1,60 (0,98-2,62)
> 10 mm 64 (41%) 58 (52,7%)
Conversao @
Sim 05 (9,1%) 0 (0%) 0,31 00 (0,00-0,32)
N&o 50 (90,9%) 20 (100%)
Infecgdo Final ©
Positiva 79 (62,2%) 66 (77,6%) 0,02 2,11 (1,13-3,93)
Negativa 48 (37,8%) 19 (22,4%)
Adoecimento ¥
Sim 10 (8,8%) 09 (11%) 0,63 1,27 (0,49-3,28)
N&o 103 (91,2%) 73 (89%)

n= (1) 266; (2) 75; (3) 212; (4)195.

6.5.2. Presenca e tempo de tosse do caso indice

Verificamos uma associagao significativa com adoecimento entre os contatos

(p: 0,01; OR: 8,19; IC: 1,09-61,05) e a presenca de tosse do caso-indice, porém, néao

foi observada associagao significativa com o resultado da 12 PT, infeccao final e

conversao a PT (Tabela 12).

Tabela 12: Presenca de tosse com duragao superior a 8 semanas no Cl em relagao
aos resultados da 12 PT, conversao da PT, prova tuberculinica final e adoecimento

dos contatos.

Variavel Tosse = 8 Tosse < 8 Valor de OR (IC 95%)
semanas semanas p

12pT @

<10 mm 233 (59,7%) 38 (54,3%) 042 0,80 (0,48-1,33)

>10 mm 157 (40,3%) 32 (45.7%)

Conversao @

Sim 15 (11,5%) 01 (4,3%) 0,46 2,87 (0,36-22,85)

N30 115 (88,5%) 22 (95.7%)

Infecgao Final ©

Positiva 201 (64,4%) 38 (65,5%) 100 0,95 (0,52—1,71)

Negativa 111 (35,6%) 20 (34.5%)

Adoecimento ¥

Sim 38 (141%) 01 (2%) 0,01 819 (1,09-61,05)

Nao 232 (85,9%) 50 (98%)

n= (1) 460; (2) 153; (3) 370; (4)321.
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6.6. Avaliacdo das variaveis clinicas laboratoriais dos Contatos.

A presenca de cicatriz de BCG, relagao da cor da pele, que no nosso estudo
embora ndo tenhamos feito marcadores de etnia foi extratificado a partir da
descricdo no questionario como branco e ndo brancos (negros e pardos), tipo de
parentesco (familiar e ndo familiar), residéncia (mesma residéncia ou residéncia
diferente), e tempo de contato com o caso indice (diario continuo, diario intermitente,
frequente e ocasional) e distribuigcdo dos contatos do estudo de acordo com a 12 PT,

conversao, infeccao final e adoecimento foi avaliado por analise univariada.

6.6.1. Cicatriz vacinal em relacdo ao BCG

A presenca de cicatriz vacinal foi verificada no momento da inclusdo do
contato a fim de avaliar a influéncia da vacinacédo pelo BCG no resultado da PT.
Trezentos e quarenta e seis contatos (66,4%) apresentavam cicatriz de vacinagao
intradérmica, foram considerados como vacinados pelo BCG. Destes, 82 (23,69%)
foram vacinados a mais de 10 anos e 254 (73,4%) nao souberam informar o tempo
de vacinagéao (Tabela 13).

Tabela 13: Vacinacdo com BCG.

Variaveis FreqUéncias (%)
Cicatriz BCG

Sim 346 (66,4%)
Nao 175 (33,6%)
Tempo vacinagéo

<10 anos 10 (2,9%)

> 10 anos 82 (23,7%)
Nao souberam responder 254 (73,4%)

n= (1) 521; (2)346.
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Nao foram, observados diferengas significativas nas avaliagdes da primeira
PT, conversao da PT, infecgao total e adoecimento dos contatos em relacéo a

presenca ou ndao de BCG (dados ndo mostrados).

6.6.2. Cor da pele

No critério de avaliacdo por cor da pele, os individuos do estudo foram
classificados em brancos e nao brancos (negros/pardos) e foi observada uma
associagao significativa entre PT = 10 mm entre os individuos classificados como
nao brancos (p: 0,005; OR: 1,69; IC: 1,17-2,43), assim como para infecgado final
positiva (p: 0,01; OR: 1,67; IC: 1,11-2,52). Para as variaveis, conversao e

adoecimento, ndo observamos associagao estatisticamente significante (Tabela 14).

Tabela 14: Distribuicdo dos resultados da 1% PT, conversdo da PT, prova
tuberculinica final e adoecimento por tuberculose segundo a cor dos contatos do
estudo.

Caracteristica Branco Negro/Pardo Valordep OR (IC 95% )
12pT ™

<10 mm 153 (67,1%) 152 (54,7%) 0,005 1,69 (1,17-2,43)
> 10 mm 75(32,9%) 126 (45,3%)

Conversao @

Sim 11 (121%) 12 (14,6%) 0,65 1,24 (0,51-3,00)
Nao 80 (87,9%) 70 (85,4%)

Infecgao Final ©

Positiva 104 (57,8%) 158 (69,6%) 0,01 1,67 (1,11-2,52)
Negativa 76 (42,2%) 69 (30,4%)

Adoecimento ¥

Sim 22 (13,7%) 21 (11%) 0,51 0,77 (0,40-1,46)
Nao 138 (86,3%) 170 (89%)

n= (1) 506; (2) 173; (3) 407; (4) 351.
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6.6.3. Contatos familiares e nao familiares

Na analise univariada em relagdo ao tipo de contato (familiar ou ndo) com
seus respectivos casos indices e distribuicdo dos contatos do estudo de acordo com
a 12 PT, conversao, infeccao final e adoecimento verificamos uma associagao
significativa entre o tipo de contato ser familiar e resultado da 12 PT > 10 mm quando
comparados com os contatos nao familiares (p: 0,003; OR: 0,34; IC: 0,16-0,71).
Observamos também um maior risco de converséo entre os contatos ndo familiares
(p: 0,01; OR: 4,02; IC: 1,42—-11,33). Nao foi observado associagao com resultado da
12 PT, conversao, infecgao final e adoecimento dos contatos quando extratificamos o
grau de parentesco (filho, pai, cdnjuge ou namorado do caso-indice) (dados né&o

mostrados). Tabela 15.

Tabela 15: Distribuicdo dos resultados da 12 PT, da conversao da PT, prova
tuberculinca final e adoecimento por TB em relagdo ao tipo de contato.

Caracteristica Familiar N&o familiar Valordep OR (IC 95%)
12pT

<10 mm 272 (57,5%) 39 (79,6%) 0,003 0,34 (0,16-0,71)
> 10 mm 201 (42.5%) 10 (20.4%)

Conversao @

Sim 16 (10,4%) 07 (31,8%) 0,01 4,02(1,42-

N30 138 (89,6%) 15 (68.2%) 11,33)

Infecgao Final ©

Positiva 250 (65,3%) 23 (60,5%) 0,59 0,81(0,41-1,61)
Negativa 133 (34.7%) 15 (39.5%)

Adoecimento ¥

Sim 41(12,3%) 03 (10,7%) 1,00 0,85 (0,24-2,95)
N30 292 (87,7%) 25 (89.3%)

n= (1) 522; (2) 176; (3) 421 (4) 361. PT: prova tuberculinica.
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Foi avaliado se o contato residia na mesma moradia que o caso-indice

comparando com os seguintes resultados: 12 PT, conversao, infec¢ao final e

adoecimento dos contatos. Observamos uma associagao significativa dos contatos

que residiam na mesma residéncia do caso-indice com contatos que apresentavam

PT maior que 10 mm na primeira avaliagao (p: 0,01; OR: 1,80; IC: 1,12—-2,90), assim

como a infecgao latente positiva (p: 0,02; OR: 1,80; IC: 1,09-2,97). Nao houve

associagao com viragem e adoecimento (Tabela 16).

Tabela 16: Distribuicdo dos resultados da 12 PT, conversdo da PT, prova
tuberculinica final e adoecimento por TB de acordo com o local de residéncia do

contato.

Caracteristica Mesma Residéncia Valordep OR (IC 95%)
residéncia diferente

12 PT M

<10 mm 3 (67:2%) 70 (10.7%) 0,01 1,80(1,12-2,90)

>10 mm 182 428%) 99 (29.3%)

Conversado @ ., .,

Sim 16 (11:9%) 07 (16:3%) 0,44 0,69 (0,26-1,82)

N3o 1 18 (88,1%) 36 (83,7%)

Infecgao Final ® o 0

Positiva 2 (67:2%) 1 (63.2%) 0,02 1,80 (1,09-2,97)

Negativa 113 (328%) 3¢ (46.8%)

Adoecimento @ ., )

Sim 38 (128%) 06 (9:2%) 0,53 1,44 (0,58-3,58)

N3o 258 (87,2%) 59 (90,8%)

n= (1) 524; (2) 177; (3) 422; (4) 36; PT: prova tuberculinica

6.6.5.Tempo de contato

Quando foi avaliado tempo de contato ndo foi evidenciada associagdo com 12

PT, conversao, infecgéo final e adoecimento dos contatos (dados ndo mostrados).
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6.6.6. Proximidade de contato
Quando foi avaliada proximidade de contato nio foi evidenciada associagao
com 12 PT, conversao, infecgdo final e adoecimento dos contatos (dados né&o

mostrados).

6.7. Distribuicdo genotipicas e alélicas do polimorfismo no éxon 1 do gene que

codifica para LLM (alelos B, C e D)

A presenga de mutagdo nos alelos B, C e D no éxon 1 do gene LLM2 foi
analisada por PCR-RFLP.

6.7.1. Avaliacdo da distribuicdo de genétipos para mutacdo no éxon 1 (alelos B,

CeD)dalLLM napopulagcéo estudada.

Um total de 502, 507 e 501 contatos de pacientes com TB foram avaliados
para a identificacdo dos polimorfismos no gene LLM2 nos alelos B (cédon 54), C
(codon 57) e D (cédon 52), respectivamente. As distribuicdes genotipicas e alélicas
das mutacdes estudadas entre todos os contatos estdo representadas no Grafico
1A, 1B e 1C respectivamente.

Grafico 1A: Representacao grafica da distribuicdo Genotipica da mutagdo do gene
LLMZ2 no alelo B (codon 54) entre os contatos estudados.

Contatos

0.4%

o GG
mGA
OAA

Legenda: GG gendtipo homozigoto selvagem; GA gendtipo heterozigoto; AA gendtipo
homozigoto mutante
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Grafico 1B: Representacao grafica da distribuicdo Genotipica da mutagdo do gene
LLMZ2 no alelo C (Codon 57) entre os contatos estudados.

Contatos

53% 1%

BGG
mGA
OAA

46%

Legenda: GG gendtipo homozigoto selvagem; GA gendtipo heterozigoto; AA gendtipo
homozigoto mutante.

Grafico 1C: Distribuicdo Genotipica da mutagcdo do gene LLM2 no alelo D (Codon
52) entre os contatos estudados.

Contatos

mCC
mCT
oTT

41%

Legenda: CC gendtipo homozigoto selvagem; CT gendtipo heterozigoto; TT gendtipo
homozigoto mutante.

6.8. Avaliacdo das frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos no
gene LLM2 nos alelos B (cédon 54), C (cédon 57) e D (cédon 52)
respectivamente de acordo com o género.

A analise individual nos cédons 54, 57 e 52 mostrou que nao houve diferenca
significativa na frequéncia dos alelos mutantes ou de nenhum dos gendtipos

possiveis, quando o grupo analisado foi de acordo com género, cor da pele, tipo de
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contato, proximidade do contato, cicatriz de BCG, tempo de vacinagao (dados nao

mostrados). A distribuicdo por género esta representada na tabela 17.

Tabela 17: Distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos no

éxon 1 do gene LLm2 que codifica para LLM nos alelos B (codon 54), C (cédon 57) e

D (c6don 52) de acordo com género.

Alelo B Masculino n=175 Feminino n=327 p=value OR IC
GG 97 >4%) 197 (©02%) 0,34 0,82 0,56-1,21
GA 78 (44.6%) 128 (391%) 0,27 1,25  0,85-1,84
AA 0 2 (0.7%)

f (A) 0,22 0,2 0,48 1,13 0,82-1,57

Alelo C  Masculinon=175 Feminino n=332 p=value OR IC
GG 77 4% 155 “o.7%) 0,62 0,9 0,61-1,32
GA 94 (33.7%) 175027%) 0,90 1,04  0,71-1,53
AA 4 @3%) 2 (06%) 0,18 3,80  0,60-30,61
f (A) 0,29 0,26 0,50 1,11 0,83-1,50

Alelo D Masculino n=172 Feminino n=329 p=value OR IC
cC 60 (5*9%) 106 22%) 0,61 1,13 0,75-1,69
CT 76 (44.2%) 128 (38:9%) 0,29 1,24 0,04-1,84
TT 36 (20:9%) 95 (28:9%) 0,06 0,65 0,41-1,03
f(T) 0,43 0,48 0,12 0.81  0,6-1,06

n = Numero de individuos analisados; p= value Valor de P; OR razdo de odds; IC Intervalo de

confianga; GG gendtipo homozigoto selvagem; GA gendtipo heterozigoto; AA gendtipo homozigoto

mutante: f = frequéncia.
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6.9. Avaliacdo das frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos no
gene LLM2 nos alelos B (cédon 54), C (cédon 57) e D (cédon 52)
respectivamente de acordo com converséao a PT.

Na tabela 18 sdo mostradas as genotipicas e alélicas observadas nos grupos
convertores e nao convertores a resposta a PT.

Observamos um aumento significativo na frequéncia do gendtipo selvagem
GG para o codon 57 (alelo C) entre os ndo convertores quando comparados ao
convertor (p=.0,03; OR 0,30; IC: 0,09-0,92). Inversamente, observamos um aumento
do gendtipo heterozigoto GA no grupo de convertores (p= 0,04; OR 2,91; IC 1,01-
8,79). Embora nao significativa, a frequéncia alélica estava aumentada entre os
convertores com uma associagao boderline (p=0,07; OR: 1,87; IC: 0,94-3,71).

Para a avaliagdo do cdédon 52 (alelo D) observamos um aumento significativo
na frequéncia do gendtipo homozigoto selvagem no grupo dos convertores (p=0,003;
OR: 4,18; IC: 1,48-12,06). Inversamente, ambos os gendtipos homozigoto mutante
TT e a frequéncia alélica estavam significativamente aumentados no grupo dos néo
convertores. (p=0,05; OR 0,14; IC 0,01-1,14 e p=0,0008; OR: 0,26 IC: 0,11-0,61)

respectivamente.
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Tabela 18: Distribuicdo das freqliéncias genotipica e alélica das SNPs no éxon 1 do
gene LLM2 que codifica para LLM nos alelos B (codon 54), C (cédon 57) e D (cédon

52) nos grupos de convertores e nao convertores da resposta a PT.

Convertores N&o Convertores p=value OR IC
Alelo B (54) n=22 n= 149
GG 15 (68%) 86" "% 0,48 1,57 0,56-4,55
GA 07 32%) 62 (41.6%) 0,52 0,65 0,23-1,84
AA 0 1(0,7%)
F (A) 0,15 0,21 0,51 0,69 0,27-1,72
Alelo C (57) n=23 n= 150
GG 05 1.7%) 72 48%) 0,03 0,30 0,09-0,92
GA 17 (73:97%) 74 (494%) 0,04 2,91 1,01-8,79
AA 01 (44%) 04 (26%) 0,52 1,59
F (A) 0,41 0,27 0,07 1,87 0,94-3,71
AleloD (52) n=23 n= 147
cC 16 (©99%) 52 (354%) 0,003 4,18 1,48-12,06
CT 06%%1%) 59 “01%) 0,28 0,53 0,17-1,53
TT 01 43%) 36 (#4°%) 0,05 0,14 0,01-1,04
F (T) 0,17 0,44 0,0008 0,26 0,11-0,61

n = Numero de individuos analisados; p= value Valor de P; OR raz&o de odds; IC Intervalo
de confianga; GG gendtipo homozigoto selvagem; GA gendtipo heterozigoto ; AA gendtipo

homozigoto mutante: f = frequiéncia.
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6.10. Avaliacdo das frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos no
gene LLM2 nos alelos B (cédon 54), C (c6don 57) e D (cédon 52)
respectivamente de acordo com resultado da 12 Prova Tuberculinica.

Na avaliacdo do cddon 52 (alelo D) observamos um aumento significativo na
frequéncia do gendtipo selvagem CC no grupo que apresentou PT < 10 mm (p=
0,03; OR 0,64; IC: 0,43-0,96). Inversamente, observamos um aumento
estatisticamente significante na frequéncia alélica entre individuos que apresentaram
PT > 10 mm na primeira avaliagao (p= 0,03; OR: 1,34; IC: 1,04-1,75).

Nao observamos diferencga estatisticamente significante quando comparamos
0s grupos que apresentaram PT > 10 mm na primeira avaliagdo daqueles que

apresentaram PT < 10 mm para os alelos B e C (cédons 54 e 57 respectivamente)

tanto para a avaliagdo genotipica como alélica (Tabela 19).
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Tabela 19: Distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas das SNPs no éxon 1

do gene LLM2 que codifica para LLM nos alelos B (cédon 54), C (cdédon 57) e D

(codon 52) nos grupos de convertores e ndo convertores da resposta a PT.

=10mm <10mm p=value OR IC
Alelo B (54) n= 206 n= 295
GG 11867:3%) 176%%7%) 0,65 0,91 0,62-1,32
GA g7 42:2%) 118 “40%) 0,68 1,10 0,75-1,60
AA 01 (©5%) 01(©3%) 1 1,43 0-52,7
F (A) 0,21 0,20 0,68 1,08 0,78-1,49
Alelo C (57) n=206 n=300
GG 90 “37%) 142 @73 0,47 0,86 0,59-1,25
GA 115(58%) 153 C1%) 0,32 1,21 0,84-1,76
AA 1 (05%) 05 (17%) 0,11 0,19 0,01-1,69
F (A) 0,28 0,27 0,71 1,96 0,80-1,42
Alelo D (52) n=205 n=295
CC 56 (27:7%) 109 C7%) 0,03 0,64 0,43-0,96
CT 90 “4%) 114 ©9%) 0,27 1,24 0,85-1,81
TT 59 (29%) 72 4% 0,32 1,25 0,82-1,91
F (T) 0,5 0,43 0,03 1,34 1,04-1,75

n = Numero de individuos analisados; p= value Valor de P; OR razdo de odds; IC Intervalo de
confianca; GG genotipo homozigoto selvagem; GA gendtipo heterozigoto ; AA gendtipo
homozigoto mutante: f = frequéncia
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6.11. Avaliacdo das frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos no
gene LLM2 nos alelos B (cédon 54), C (cédon 57) e D (cédon 52)

respectivamente de acordo com infecg¢éo latente.

Nao observamos diferenca para nenhum dos gendtipos analisados, assim

como nas frequéncias alélicas para os cédons 54, 57 e 52 entre os individuos com

infeccao latente positiva e negativa (Tabela 20).

Tabela 20: Distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos no

éxon 1 do gene LLM2 que codifica para LLM nos alelos B (codon 54), C (cédon 57) e

D (cédon 52) na avaliagao de infecgao final positiva e negativa.

Positiva Negativa p=value OR IC

Alelo B (54)  n=144 n=265

GG 83(°7.6%) 154 (58.1%) 0,99 0,98 0,64-1,51
GA 60 (41.6%) 11015%) 0,94 1,01 0,65-1,55
AA 01 8%) 01(©4%) 1 1,85 0-67,99

F (A) 0,21 0,21 0,96 1,02 0,71-1,47
Alelo C (57) n=145 n=266

GG 68 (*6:9%) 108 “0.6%) 0,25 1,29 0,84-1,98
GA 74 G1%) 155(58:3%) 0,19 0,75 0,49-1,14
AA 03 @1%) 03 (11%) 0,43 1,85 0,29-11,64
F (A) 0,27 0,30 0,46 0,88 0,63-1,22
Alelo D (52) n=143 n=263

cC 53 7%) 84 (52%) 0,35 1,25 0,8-1,97
CT 55(38.5%) 107 “1%) 0,74 0,91 0,59-1,41
TT 35 (¢43%) 72 @7%) 0,60 0,86 0,52-1,41
F (T) 0,43 0,47 0,30 0,85 0,63-1,15

n = Numero de individuos analisados; p= value Valor de P; OR raz&o de odds; IC Intervalo
de confianga; GG gendtipo homozigoto selvagem; GA gendtipo heterozigoto ; AA gendtipo
homozigoto mutante: f = freqtiéncia
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6.12. Avaliacdo das Frequéncias Genotipicas e Alélicas dos polimorfismos no
gene LLM2 no alelo B, C e D, respectivamente de acordo com Adoecimento e
ndo adoecimento.

Nao observamos diferenga para nenhum dos gendétipos analisados, assim
como nas frequéncias alélicas para os cédons 54, 57 e 52 entre os individuos que
adoeceram e que nao adoeceram.

Tabela 21: Distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas das SNPs no éxon 1
do gene LLM2 que codifica para LLM nos alelos B (codon 54), C (coédon 57) e D
(coédon 52) nos grupos de contatos que adoeceram e que ndo adoeceram por TB.

Adoeceu Nao Adoeceu p=value OR IC

Alelo B (54) n=39 n=311

GG 21 (54%) 184(59.2%) 0,64 0,81 0,39-1,65
GA 1846%) 126140:5%) 0,61 1,26 0,61-2,58
AA 0 01(©3%)

F (A) 0,23 0,20 0,71 1,06 0,63-2,09
Alelo C (57) n=39 n=311

GG 1704%) 139(45%) 0,96 0,96 0,46-1,96
GA 20 1% 168 (*4%) 0,87 0,90 0,44-1,83
AA 02 6% 4 (%) 0,13 4,15 0,51-27,64
F (A) 0,42 0,30 0,74 1,13 0,65-1,93
AleloD (52) n=39 n=307

cC 08 (<0%) 98 (32%) 0,2 0,55 0,22-1,31
CT 19 “9%) 133 ¥3%) 0,63 1,26 0,61-2,54
TT 12 BT%K 76 %) 0,53 1,35 0,61-2,94
F (T) 0,,55 0,46 0,18 0,71 0,43-1,16

n = Numero de individuos analisados; p= value Valor de P; OR raz&o de odds; IC
Intervalo de confianca; GG gendtipo homozigoto selvagem; GA gendtipo
heterozigoto ; AA gendtipo homozigoto mutante: f = frequéncia
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6.13. Avaliacdo das Frequéncias Genotipicas e Alélicas do polimorfismo no
gene LLM2 nos alelos B, C e D, respectivamente de acordo a cultura do
escarro positiva para M tb do caso-indice.

Quando analisamos o grupo de acordo com a cultura do escarro positiva para
M.tb dos respectivos casos-indices, observamos um aumento estatisticamente
significante na frequéncia do alelo D mutante no grupo de contatos expostos a casos
indices cuja cultura era negativa (p=0,03; OR: 0,44; IC: 0,21-0-0,89).

Tabela 22: Distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas das SNPs no éxon 1
do gene LLM2 que codifica para LLM nos alelos B (codon 54), C (cdédon 57) e D
(codon 52) nos grupos de contatos de cultura positiva e negativa para M.tb

Cultura Cultura p=value OR IC
Positiva Negativa
Alelo B n= 263 n=18
GG 152 (%8%) 19 (61%) 0,97 0,87 0,29-2,52
GA 109 #1%) 7 (39%) 0,97 1,11 0,38-3,29
AA 2 (%) 0
F (A) 0,2 0,19 0,93 1,13 0,46-2,92
Alelo C n=263 n=19
GG 13100%) 10 %) 1 0,89 0,32-2,47
GA 129 (9% g (47%) 0,92 1,07 0,39-2,97
AA 3 (1%) 0
F (A) 0,25 0,23 0,93 1,11 0,49-2,60
Alelo D n=262 n=18
cC 94 (6% 3 (17%) 0,16 2,80 0,74-12,50
CT 10640 %) 7 (39%) 0,90 1,07 0,37-3,16
TT 62 (#4%) g (44%) 0,09 0,39 0,13-1,13
F (T) 0,43 0,63 0,03 0,44 0,21-0,89

n = Numero de individuos analisados; p= value Valor de P; OR razéo de odds; IC Intervalo de
confianca; GG genotipo homozigoto selvagem; GA gendtipo heterozigoto ; AA gendtipo

homozigoto mutante: f = freqliéncia
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7. DISCUSSAO

Os microorganismos estao continuamente interagindo e respondendo ao meio
ambiente sendo capazes de alterar seu perfil de expressao génica rapidamente em
resposta a varios sinais do meio ambiente (Segal & Hill, 2003). O desenvolvimento
de determinada enfermidade & o resultado de uma complexa interagdo entre o
microorganismo, o hospedeiro e o meio ambiente. Existem contrastes e divergéncias
entre diversos estudos genéticos, ressaltando que a miscigenag¢ao das populagdes,
as infeccboes e adoecimento estdo intimamente relacionados a presenca de
polimorfismos em genes participantes da resposta imunoldgica e a interagdo do
sistema imunolégico com os microorganismos no hospedeiro. Esta abordagem tem
levantado questdes acerca da importancia dos niveis de gravidade da TB ativa nos
diferentes individuos, assim como as diferencas nas taxas de infeccdo em nivel
populacional. Portanto, ha interesse sobre o papel da variabilidade genética do
hospedeiro na susceptibilidade a infeccdo pelo M. tb e posterior adoecimento. Por
esta razdo, associagdes genéticas podem de certa forma elucidar questdes
fundamentais sobre a patogénese do M. tb e a resposta do hospedeiro.

O presente estudo teve como objetivo, estimar as freqiéncias genotipicas e
alélicas encontradas no cédon 54 (alelo B), codon 57 (alelo C) e cédon 52 (alelo D),
localizados no éxon 1 do gene LLM2 em contatos adultos de pacientes com
tuberculose pulmonar. Adicionalmente, avaliamos a presenca e associacao de
polimorfismos de forma isolada e ou combinadas com diversas caracteristicas
clinicas e sécio-demograficas, tais como infecgdo pelo bacilo da TB e
susceptibilidade ou protecdo ao desenvolvimento de TB ativa.

Cabe ressaltar que a maioria dos trabalhos disponiveis na literatura sugere

fortemente a associagao da contribuicdo genética da LLM em relagao a infecgéo por
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TB em populagdes étnicas fechadas (Wilkinson e cols, 2000; Delgado e cols, 2002;
Bellamy e cols, 1998; Selvaraj e cols, 2001). Neste sentido, este trabalho representa
a primeira tentativa de elucidar os mecanismos que antecedem a resposta imune do
ponto de vista genético, frente a infecgdo com M. tb na populagao brasileira, com
caracteristicas étnicas/ raciais bem distintas dos trabalhos relatados na literatura

internacional.

7.1. Caracteristicas gerais da populacdo estudada

Inicialmente foi realizada a avaliagao do perfil sécio-demografico dos contatos
adultos observando possiveis diferencas entre os mesmos que pudessem
determinar diferentes riscos de infeccdo e adoecimento por TB. No nosso estudo
foi observado que os contatos eram em sua maioria (65,5%) composto por mulheres,
apresentavam média da idade de 41,18 anos e maior participagdo do grupo
consanguineo 62,5%.

Lienhardt e colaboradores (2003) observaram um forte risco de infecgdo por
TB entre contatos familiares, associando com a intensidade da exposi¢ao, por meio
da proximidade social e extensas atividades compartilhadas com o caso-indice. Em
nossa casuistica a maioria dos contatos (81,8%) residia no mesmo domicilio dos
seus respectivos casos indices, e 90,6% eram familiares, portanto sob risco elevado
de contagio. Observamos uma associagdo significativa entre os contatos que
residiam na mesma residéncia do caso-indice com contatos que apresentavam PT
maior que 10 mm na primeira avaliagéo (p: 0,01; OR: 1,80; IC: 1,12-2,90), assim
como a infeccao latente total positiva (p: 0,02; OR: 1,80; IC: 1,09-2,97). Verificamos

uma associagao significativa entre o resultado da primeira PT = 10 mm nos contatos
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familiares quando comparados com os contatos nao familiares (p: 0,003; OR: 0,34;
IC: 0,16-0,71), assim como conversao a PT (p=0,01; OR; 4,02; OC; 1,42-11,33).

O risco de adoecimento entre contatos de casos de tuberculose depende do
estado bacterioldgico do caso-indice (Capewell & Leitch, 1984; Rose e cols, 1979) e
da capacidade de transmitir o bacilo (Denison e cols, 2007). Nossos resultados
apontam para a importancia do status clinico do caso indice, a associacdo com
adoecimento dos contatos foi maior entre os contatos expostos ao caso indice que
apresentavam tosse de longa duracédo (p=0,01; OR 8,19; IC 1,09-61,05), assim
como a infeccao final positiva entre os contatos ter sido significantemente maior
entre aqueles cujo caso indice apresentava maior carga bacilar (baciloscopia = 3+)
(p=0,02; OR 2,11; IC 1,13-3,93).

De acordo com alguns estudos epidemiolégicos o risco de TB € maior entre
contatos adultos expostos a pacientes que apresentam cultura de escarro positivo e
que a prevaléncia da doencga ativa é elevada com a intimidade do contato (Andersen
& Geser, 1960; Rouillon e cols, 1976). Por outro lado observamos um aumento
estatisticamente significante na freqiéncia do alelo D mutante no grupo de 18
contatos expostos a casos indices cuja cultura era negativa (p=0,03; OR: 0,44; IC:
0,21-0-0,89). Possivelmente o alelo mutante D esteja associado com protecdo a
infeccdo, embora sejam necessarios estudos com amostras mais representativas da
populacéo.

Em nosso estudo foi verificado um alto percentual de cicatriz de BCG entre os
contatos (66,4%) e 73,41 ndo souberam informar o tempo de vacinagdo. Uma das
limitacbes desta variavel analisada e que a presencga de cicatriz vacinal intradérmica

a partir dos 35 anos poderia ter sido consequéncia da vacinagao antivaridlica, ja que
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o BCG intradérmico s6 foi introduzido no municipio do Rio de Janeiro em 1975
(BRASIL, 1994a).

Em um estudo transversal realizado com os alunos da Faculdade de Medicina
de Campos foi observado que a presenca de cicatriz vacinal do BCG entre os
estagiarios durante o periodo profissionalizante no ambiente hospitalar esteve
associada de forma estatisticamente significante a PT positiva (Soares e cols, 2004).
Inversamente, nossos dados nao revelaram associagdo com presenca de cicatriz
vacinal e positividade a PT, viragem, ou adoecimento por TB, uma possivel
explicacdo é que o tempo de vacinagdo de BCG esteja influenciando a positividade
da PT, visto que estudos realizados pelo CDC (1996) mostraram que a reagao
tuberculinica induzida pelo BCG diminui com o tempo, e em nossa casuistica a
maxima da idade foi de 91 anos.

Nesta série, encontramos uma associagao significativa com resultado da
primeira PT maior que 10 mm, assim como na infeccdo final positiva maior entre
individuos classificados como nao brancos (p: 0,005; OR: 1,69; IC: 1,17-2,43) e (p:
0,01; OR: 1,67; IC: 1,11-2,52) respectivamente. Estes dados sao corroborados por
Stead e cols (1990) onde em uma clinica no Arkansas encontrou uma frequéncia
maior de infec¢cao M.tb entre individuos da raga negra. Embora estudos de etnia nao
tenham sido contemplados no nosso estudo, o agrupamento de cor parda e negra
sugere que a presenca de marcadores da raga negra na nossa populagdo esta
associada com risco para infeccao.

Cavalcante e colaboradores em 2007 realizaram um estudo no Rio de Janeiro
e verificaram que 73% dos contatos intradomilicares de casos-indices de TB
pulmonar estavam infectados e 4% apresentavam TB ativa. Tais achados

corroboram com resultados obtidos no presente estudo onde verificamos uma
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frequéncia de infecgao latente positiva de 64,7% nos contatos estudados e 12,2% de
adoecimento. Nossa hipotese € que o adoecimento nestes contatos foi maior do
que os resultados apresentados por Cavalcante e cols, possivelmente seja devido a
diferenca de acompanhamento clinico entre os estudos. As taxas de infec¢ao e
adoecimento por TB observadas no nosso estudo se assemelham as encontradas

em alguns paises da Africa (Nunn e cols, 1994; Guwatudde e cols, 2003).

7.2. Mutacbes no éxon 1 do gene LLM2 e sua associacdo com infeccdo e
adoecimento.

A LLM é uma proteina do soro sanguineo que desencadeia a ativagao da via
complemento, tendo um papel fundamental na imunidade inata. Baixos niveis desta
proteina tém sido associados com deficiéncia na opsonizagdo de organismos
patogénicos. Os estudos que enfatzam a fungdo do gene LLM2 no
desenvolvimento da TB tém sido restritos as variantes alélicas no éxon 1, mostrando
associagdes controvérsias em diversas populagdes (Liu e cols, 2006). A LLM se liga
fortemente a parede da M.tb, logo pode facilitar a entrada da micobateria através do
processo de fagocitose (Garred e cols, 1997) por meio do MR, sugerindo ser esta via
uma desvantagem para micobactéria e uma protecdo para o hospedeiro
(Schlesinger, 1993).

Baixos niveis de LLM (carater conferido pelas mutagdes) também ja foram
associados com a susceptibilidade a infeccdo por HIV, HCV, Lupus e TB em
diferentes populacdes (Garred e cols, 1997; Matsushita e cols, 1998; Tsutsumi e
cols, 2001; Garred e cols, 1999). No entanto, alta freqliéncia desta mutacao foi
observada nas regides tropicais (Lipscombe e cols, 1992; Madsen e cols, 1998;

Garred e cols, 1992) com redugao da ativagcdo do complemento. (Lipscombe e cols,
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1992). Por outro lado, os altos niveis da mesma parecem apresentar uma direta
associagdao com doenga, como no caso da Sindrome de Sjogren no Japao e da
hanseniase na Etiopia (Tsutsumi e cols, 2001; Garred e cols, 1994). Desde modo, é
de grande importancia estudos funcionais em nossa populagdo, por relatar a
relevancia da LLM na patogenia da tuberculose, o que podera fornecer melhores
esclarecimentos a respeito da infec¢cao e desenvolvimento da doenca.

Uma vez que predisposi¢cao genética pode ser considerada um dos fatores de
risco para o desenvolvimento e estabelecimento da infeccdo e doenca ativa,
tentamos com este estudo, inicialmente, investigar a ocorréncia de polimorfismos no
éxon 1 do gene LLM2 e sua possivel associagao com susceptibilidade a infecgao,
doenca e gravidade da doenga ou protegéo.

Fidler e colaboradores (2004) observaram uma frequéncia para o homozigoto
selvagem (A) de 0,78, para o alelo B (cédon 54) de 0,095, para o alelo C (cédon 57)
e D (cédon 52) a mesma frequéncia (0,06). Em relacdo aos niveis séricos de LLM,
os individuos que apresentam uma concentragdo de 1000ng/mL desta proteina
estdo associados com o aumento de risco de SIRS (Sindrome da Resposta
Inflamatéria Sistémica). Em nossos achados observarmos uma frequéncia de 58,6%
para o homozigoto selvagem, 0,4% do gendtipo mutante e 41% do heterozigoto para
o alelo B. Para o alelo D encontramos uma frequéncia de 33% do gendtipo
homozigoto selvagem, 41% do heterozigoto e 26% do gendtipo homozigoto mutante.
A ocorréncia do alelo C na populacdo do Norte da Tanzania € muito comum
(C=0.18, B=0.01 and D =0.008), assim como em outros paises da Africa.
Entretanto a freqléncia do alelo C foi maior no Kenia (0.33) e Mogambique (0.24) no
leste da Africa (Madsen e cols, 1994; Madsen e cols, 1998) e no Gambia (0.30) e

Gana (0.31) no oeste da Africa (Lipscombe e cols, 1992; Garred e cols, 2003). O
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nosso estudo foi observado uma frequéncia de 46% para o gendtipo homozigoto
selvagem, 53% para o heterozigoto e 1% para o gendtipo homozigoto mutante do
gene LLM2 no grupo de contatos. Tais discrepancias entre os achados
provavelmente pode ser devido as diferencas étnicas, fatores ambientais e
condicdes socio-econdmicas das respectivas populacdes estudadas.

Estudos apontam para o possivel papel do alelo B (codon 54) na infecgao
pelo M.tb, nossos dados ndo mostraram associagao significativa com protecéo ou
susceptibilidade a infeccdo em relagcdo ao resultado da primeira PT, conversdo a PT
ou adoecimento. Estudos funcionais mostraram que a presenca do alelo B altera a
regido de colageno da proteina e reduz sua concentragdo no soro. A presencga do
alelo B foi encontrada com maior frequéncia (28%) nos individuos saudaveis quando
comparados aos pacientes com TB pulmonar (13%) e TB meningea (8%) (Hoal-van
Helden e cols, 1999). Em outro estudo realizado na populagéo africana, onde a TB é
endémica, sugeriu que os gendtipos mutantes de LLM possam ter um papel protetor
na doenga (Garred e cols, 1994; Hoal-van Helden e cols, 1999). Estes dados
corroboram com as evidéncias de que o portador do alelo B pode apresentar maior
grau de protecdo contra a meningite tuberculdsica na Africa. Inversamente El Sahly
e colaboradores (2004) mostraram associagao entre o alelo B e susceptibilidade a
ocorréncia de TB, a frequéncia desta mutagdo (codon 54) foi mais alta entre casos
indices quando comparada com controles (p <0.01) negros americanos, mas nao foi
observada nenhuma diferenga entre casos indices e controles brancos e de origem
hispanica. Provavelmente, o modelo de estudo, a etnia, o tamanho da amostra e a
baixa frequiéncia do gendtipo mutante em nossa casuistica sejam os responsaveis

por tais divergéncias.
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Em relagdo ao estudo da mutagdo no alelo C a freqiéncia do homozigoto
selvagem (associado com niveis aumentados de LLM) foi encontrada aumentada
entre os contatos que nao converteram a PT (p= 0,03; OR: 0,30; IC 0,09-0,92) e
inversamente a presenca da mutagdo em heterozigose foi encontrado aumentado no
grupo de contatos que converteram a PT (p=0,04; OR: 2,91; IC: 1,01-8,79). Nossos
dados sugerem que os individuos que carregam o alelo mutante C do gene LLM2
sao mais susceptiveis a infecgdo. De acordo com o papel funcional, a presenca de
heterozigose para as mutagdes no éxon 1 estd associada com niveis intermediarios
de LLM circulantes, alguns estudos apoiam a hipbétese de que, isto seja uma
vantagem para a populagéo (Soborg e cols, 2003; Bellamy e cols, 1998).

De acordo com os estudos de Hoal-van Helden (1999) e Garred e cols, (1997)
as variantes alélicas no gene LLM2 estdo associadas com fator de protecéo a
infeccao a TB. Bellamy e cols (1998) observaram que a freqliéncia da mutagéo no
alelo C (cédon 57) foi estatisticamente significante entre individuos saudaveis
quando comparados aos pacientes com TB (0,33 e 0, 28, respectivamente;
p=0,037), sugerindo uma relagédo de protegdo a TB na populagdo africana. Desta
forma, ha um questionamento sobre o papel de polimorfismos no gene da LLM e sua
associacao com protecao ou susceptibilidade a infeccido M tb e adoecimento por TB,
merecendo novas investigagbes com diferentes populagbes e com uma casuistica
maior.

Nossos dados sugerem que em nossa populagao a presenga do alelo C esta
associada com suceptibilidade a infeccdo pelo M.tb, porém um estudo mais
detalhado com um numero amostral maior e com melhor definicdo de etnia sera
necessario para um melhor entendimento do papel deste alelo na populacéo

brasileira e a sua associag¢ao por TB.
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Os resultados obtidos com a avaliagao do alelo D (cédon 52) mostraram que
0 gendtipo selvagem estava aumentado de maneira estatisticamente significante no
grupo de 295 individuos que apresentaram PT < 10 mm (p= 0,03; OR: 0,64; OC:
0,43-0,96), quando comparados aos que apresentaram PT > 10 mm. Por outro lado,
a presenga do alelo selvagem estava associada com conversao a PT (p=0,003) e a
presenca da mutagao neste alelo, seja na forma de homozigose TT ou na frequéncia
alélica, mostrou-se associada com nao conversao a PT (p=0,05; OR: 0,14; IC:0,01-
1,04) e (P=0,0008; OR: 0,26; IC: 0,11-0,61). Nossos resultados sugerem que a
participacado deste gene na resposta M.tb é dual: entre individuos nao infectados por
M.tb a presenca desta mutagao estaria associada com protecado, possivelmente os
baixos niveis de LLM proporcionados pela mutacdo estaria induzindo menos
fagocitose do M.tb pelo macréfago e consequentemente dificuldando o processo de
infeccdo. Porém nao realizamos estudos funcionais para definir os niveis de LLM
entre individuos com diferentes gendtipos, e ndo podemos afirmar esta hipétese.
Bellamy e colaboradores (1998) em um estudo com a populagdo da Gambia
encontraram uma prevaléncia maior do alelo D entre os pacientes com TB
comparados com controles, sugerindo que esta mutagao pode estar associada com
suceptibilidade ao adoecimento, porém neste estudo néo foi descriminado quem ja
era ou nao infectado no grupo controle. Estes resultados estdo em desacordo com o
observado em nosso estudo, onde ndo encontramos associagcao com este alelo e
ocorréncia de doencga entre os contatos que adoeceram.

Possivelmente, as diferencas observadas entre os nossos resultados e os
descritos na literatura sejam devido as diferengas no modelo de estudo assim como
diferencas étnicas poderiam explicar estes resultados discrepantes. Cabe ressaltar

qgue os dados disponiveis na literatura sdo de grupos étnicos fechados e os modelos
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de estudo ndao contemplam uma coorte de individuos nao infectados, infectados,
recém infectados e que adoeceram como o descrito nesta série.

A resposta imune inata juntamente com a adaptativa, desempenham seu
papel de maneira coordenada e possivelmente o papel de determinado gene e/ou
proteina que atua no momento inicial da infeccdo e apresentacdo M. tb  portanto,
nao atua de maneira idéntica entre os individuos ja infectados, esta hipotese explica
o porqué de termos encontrados para o0 mesmo gene em relagdo as diferentes
associagdes como as observadas para o alelo D.

Para um melhor entendimento das bases moleculres e imunolégicas da LLM,
seriam necessarios estudos com uma populagdo maior, mais detalhada do ponto de
vista étnico e com avaliagao funcional e sua participagdo na resposta imunoldgica a
TB.

Como ainda nao foi descrito na literatura nenhum estudo de polimorfismos no
gene LLM2 verificando a associagdo de conversdo a prova tuberculinica entre
contatos de pacientes com tuberculose pulmonar ativa, este trabalho representa um
marco inovador no entendimento da resposta inata frente M. tb, o que justifica a
continuidade de estudos desta natureza na nossa populacao a fim de contribuir para
novas vacinas e produzir proteinas sintéticas para favorecer melhorias na qualidade

de vida.
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8. CONCLUSOES

Podemos concluir com este trabalho que:

» O alelo D analisado mostrou uma associacdo em relacdo a tuberculose

(protecéao);

» O alelo C mostrou uma associagao em relagdo a tuberculose (infecgao)

quando analisadas independentemente;
» Nenhuma associagao significativa foi encontrada para o alelo B.

» Devido a grande miscigenacédo da nossa populagdo, ndo devemos deixar de
realizar estudos que possam melhor esclarecer essas divergentes
associagdes nas diversas regides. As distribuicdes genotipicas e alélicas
analisadas podem variar de acordo com o grupo étnico/racial, porém as
nossas limitagdes ndo sdo as mesmas para populacbes etnicamente
fechadas. Percebemos que € de suma importancia estudos similares que
possam melhor elucidar as associacbes que desencadeia protecdo ou
infecgao contra M. tb

9. Principais Limitacdes
As principais limitagdes encontradas neste estudo foram:

» Dificuldade de distinguir raga na populacéao brasileira;

> Auséncia de estudos funcionais

» Auséncia de analise de haplétipos;

> Auséncia de analise multivariada.
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10. Perspectivas da Linha de Pesquisa

» Estudos de Genética da familia através da avaliacdo destes marcadores
imunogenéticos entre pacientes e contatos com lagos consanguineos;

» Estudos de Associacao entre os polimorfismos em questdo com protecao e ou

susceptibilidade a infecgdo M.tb, ocorréncia de doenga ativa e gravidade

através da avaliagdo destes marcadores imunogenéticos entre pacientes e

contatos sem lagos consanguineos;

Inclusdo de lectinas envolvidas na resposta imune M.tb;

Inclusdo de estudos funcionais;

Avaliar o efeito sinérgico com outros receptores PRRs;

YV V VvV V

Enfatizar e relacionar o polimorfismo com medidas de diagnosticos e

terapéuticos a TB.
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12. ANEXO

12.1 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo de polimorfismos em base unica na regido promotora de genes de citocinas e
sua possivel associagdo com a tuberculose pulmonar.

Nos proximos meses sera realizado um estudo em pacientes sob suspeita de
apresentarem tuberculose no pulmao. Neste estudo, pretende-se avaliar genes de
citocinas que possibilitem correlacionar esses genes com possivel protegdo ou
severidade a doenca. Este estudo sera coordenado pelo Dr. Afranio Kritski, Dr.
Adalberto Rezende, Dra. Fernanda Queiroz Mello, Joseane F. Costa, profissionais
em atividades no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da UFRJ. Este termo
de consentimento explica o estudo, portanto leia cuidadosamente. Pergunte o que
julgar necessario. Durante o estudo sera esclarecido quanto a eventos que possam
alterar a sua permanéncia no estudo. Vocé devera compreender adequadamente o

estudo antes de assinar este termo de consentimento.

1) Procedimentos
Se eu concordar em participar deste estudo, responderei a um questionario

padronizado que investigara algumas doencas que possam esta relacionadas a
estes genes.

Serao coletados 5ml de sangue no meu antibrago, na face anterior, com agulha e
seringa descartaveis, antecedido por anti-sepsia local. O sangue sera utilizado para
avaliar a presenca de variagées genéticas existente na regiao promotora dos genes
de citocinas. Os dados gerados pela analise imunogenética ndo serdo divulgados

nominalmente e sim sob forma de frequéncia.

2) Local do estudo
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Estes procedimentos serdo realizados no Hospital Universitario Clementino Fraga

Filho - HUCFF — UFRJ.

3) Riscos/Desconfortos
Algumas das questdes que constam dos questionarios podem ser inapropriadas e

produzir sentimentos indesejaveis, mas, caso eu ache necessario, poderei
interromper a entrevista a qualquer momento. Os riscos da retirada de sangue
incluem introdugdo da agulha, desconforto temporario, pequena ferida e, raramente,
infeccdo local. Ndo havera risco financeiro e todos os testes rotineiros para

tuberculose serao realizados.

4) Tratamento e compensacéao por danos
Se eu tiver algum problema de saude em decorréncia deste estudo, o tratamento

sera fornecido pela instituicio participante. O custo deste tratamento sera totalmente
coberto pelo HUCFF. O HUCFF nao prevé nenhuma forma de compensagao

financeira por possiveis injurias.

5) Alternativas
Se eu decidir ndo participar neste estudo, ou interromper a minha participacéo a

qualgquer momento, o meu tratamento médico sera mantido no HUCFF.

6) Custos para os participantes
Nao havera custos para mim, caso decida pela minha participacdo neste estudo,

nem para o tratamento que porventura necessitar.

7) Beneficio
A retirada do meu sangue aos qual eu irei me submeter ajudara no entendimento do

desenvolvimento da tuberculose nas pessoas. Com isso, espera-se que mais
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conhecimentos cientificos sejam obtidos com consequiente poder determinar quem

tem mais chances de adoecer por tuberculose.

8) Reembolso
Nao havera beneficios financeiros para mim em participar no estudo.

9) Confidenciabilidade dos dados
Procedimentos serdo adotados pelos responsaveis por este estudo no intuito de

proteger a confidencialidade das informagdes que eu fornega. As informagdes serao
codificadas e mantidas num local reservado o tempo todo. Somente os
pesquisadores envolvidos neste estudo terdo acesso as informacbes e aos
questionarios. Apos o término deste estudo, as informacbes serao transcritas dos
questionarios para arquivos no computador e aqueles serdo mantidos em local
reservado. Porém, o acesso permanecera restrito aos mesmos pesquisadores. Os
dados deste estudo poderdo ser discutidos com pesquisadores de outras
instituicdes, mas nenhuma identificacdo sera fornecida, portanto serdo confidenciais
como a lei determina, salvo eu conceda permissao para isso. Os resultados serao

discutidos comigo e enviados para 0 meu médico (salvo eu ndo deseje isso).

CONSENTIMENTO

O Dr. Afranio e outros pesquisadores discutiram as informagdes comigo,
responderam as minhas perguntas. Receberei uma copia deste consentimento para
manté-lo comigo. Nos proximos dias, se tiver qualquer duvida sobre a minha
participacdo neste estudo, poderei utilizar os seguintes numeros de telefone: (21)
2550-6903 ou (21) 2562-2426, para contactar o Dr. Afranio Kritski ou Joseane F.

Costa.



110

A PARTICIPACAO EM PESQUISA E VOLUNTARIA

Eu tenho o direito de ndo concordar em participar ou mesmo de me retirar do estudo
em qualquer momento que eu queira, sem riscos para o meu tratamento médico. Se
eu desejar e concordar em participar, devo assinar na linha abaixo. Isso significa que
compreendi adequadamente as informacgdes fornecidas e este termo de
consentimento.

Se eu desejar participar do estudo, permitirei também que meu endereco e telefone
sejam anotados em uma folha separada, para facilitar contato comigo quando
necessario. Como ja foi esclarecida anteriormente, toda informacéo pessoal sera

mantida em sigilo.

Assinatura do voluntario Nome completo Ne do
prontuario

(ou responsavel legal)

—/—/—6904/ 02

Assinatura do entrevistador Nome do entrevistador Data
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N° DA MATRICULA

PROGRAMA DE CONTROLE DA TUBERCULOSE
FICHA MEDICA DOS COMUNICANTES

DADOS CADASTRAIS

1. NOME DO PACIENTE:

2. IDADE: ANOS 3. DATA DE NASC.:

4. SEXO: MASCULINOL[ 1 FEMININO[ ]2

Raca-I: [ ] branco [ ] ndo branco [caso no branco, responder item 10.1]

‘ Raca-ll: [ ] negro [ |mulato [ ]indio [ ]asiatico [ ]NA [ ]N&o sabe

Estado civil: [_] Casado [ | Solteiro [ ] Separado

Tem companheiro(a): L] ndo []sim []ignorado

8. PROFISSIONAL DE SAUDE: NAO[ |0 SIM[_]1

9. OCUPACAO:

10. NOME DO CASO iNDICE:

10 A: NUMERO DO CI - TB / ANO

11. ENDERECO:

12. BAIRRO:

13. CIDADE:

14. CEP: 15. TELEFONE:




DADOS SOCIO-DEMOGRAFICOS

15- Quantos anos vocé estudou?

Escolaridade: [ nenhuma

L1 até série do grau

O 3° grau incompleto [ 3° grau completo

16. Grau de escolaridade do chefe da familia:

[0 Nenhuma / primario incompleto

[0 Primario completo / ginasial incompleto

O] Ginasial completo / 2° grau inco
[] 2° grau completo / superior inco
[J Superior completo

17. Ocupacgao do chefe da familia:

mpleto

mpleto

O Emprego formal [ Emprego in

18. Quantas pessoas moram em s

formal OAutébnomo

ua casa?

112

19. Quantos cémodos ha em sua casa? (banheiro, cozinha, sala sao cémodos

tb)

20. Quantos coémodos sdo usados como dormitorio?

21. Posse de itens e empregada doméstica:

NAO TEM

TEM

1

Televisdo em cores

Radio

Banheiro

Automovel

Empregada mensalista

Aspirador de po

Maquina de lavar

Videocassete e/ou DVD

Geladeira

Freezer ou geladeira duplex
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Total de pontos: Classe social:

22. RENDA FAMILIAR:
SEMRENDA[ J0 0-2SM[]1 3-5SM[ ]2 +5SM[]3

DADOS CLINICOS

23. HDA: SINAIS E SINTOMAS:

TOSSE POR > 2 SEMANAS [ ] EXPECTORAGCAO POR > 2 SEMANAS [ ]
HEMOPTISE [] DOR TORACICA []

FEBRE[ | SUDORESE NOTURNA [ ] HIPOREXIA [ ]

EMAGRECIMENTO [] ASTENIA[ ] ROUQUIDAO [] LINFADENOMEGALIA

[]
24. SINTOMAS DE TB? NAO[ |0 SIM[_]1

HPP: USO CORTICOIDE/ IMUNOSSUPRESSOR[ ]

DIABETES [] SARCOIDOSE [] SILICOSE[]
GASTRECTOMIA/ULCERAPEPTICA [] DOENCA HEPATICA CRONICA

[] INSUF. RENAL CRONICA []

CANCER/ LEUCEMIA/LINFOMA [ ] ANTI HIV POSITIVO []

25. DOENCAS ASSOCIADAS? NAO[ 10 SIM[]1

26. TRATAMENTO PREVIO PARA TB: NAO[_]0 SIM[_]1
SE SIM, (26 A) ABANDONOU? NAO[ |0 SIM[_]1

27. CICATRIZ DE BCG? NAO[_]o SIM[_]1
28. GRAVIDEZ: NAO[_J0 SIM[_]1 SUSPEITA[ ]2 NSA[ |8

HABITOS: )
29. FUMA OU JA FUMOU? NAO[Jo  SIM[]1

30. FAZ OU JA FEZ USO DE DROGAS? NAO[ |0 SIM[_]1
31. MORA EM ASILO: NAOL |0 SIM[_]1

32. MORADOR DE RUA: NAO[ |0 SIM[_]1

33. ESTEVE PRESO NOS ULTIMOS 2 ANOS: NAO[ 0  SIM[_]1

QUAL O TIPO DE BEBIDA VOCE PREFERE?

CERVEJA, VINHO, WHISKY, CACHACA[ ] OU NENHUMA []

SE FOR AFIRMATIVA :

A. VOCE TEM FACILIDADE DE FAZER AMIZADES?:

NAO[_]0 SIM[_]1

B. ALGUMA VEZ SENTIU QUE DEVERIA DIMINUIR A QUANTIDADE DA BEBIDA?
NAO[_]0 SIM[_]1
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C. ADLGuEM CRITICA OU JA CRITICOU O SEU MODO DE BEBER? NAO[]0
SIM[_1

D. VOCE COSTUMA BEBER PELA MANHA PARA DIMINUIR O NERVOSISMO OU
A RESSACA? NAO[J0  SIM[]1

34 E. VOCE SE SENTE CULPADO PELA MANEIRA QUE COSTUMA BEBER?
NAO[Jo  SIM[ 1

SE A RESPOSTA FOI SIM PARA PELO MENOS DUAS DAS QUESTOES B, C, D
OU E, ENTAO Q. 34 (ETILISMO) = 1 (SIM)

34. ETILISMO ? NAO[_]0 SIM[_]1

CONTAGIO INTRA-DOMICILIAR:

35. ANTES DO SR/SRA(NOME DO ClI) JA TINHA MORADO COM ALGUEM QUE
TEVE TB ANTES? NAO[ |0 SIM[_]1

36. MORAVA COM O CASO INDICE NA EPOCA EM QUE ELE COMECOU A
TOSSIR? NAO[L |0 SIM[_1

SE SIM, CLASSIFIQUE:
37. TIPO DE CONTATO INTRA-DOMICILIAR:
Quantas horas por dia teve contato com o caso indice, desde que ele comegou a
ficar doente?

DIARIO CONTINUO[ |1 DIARIO INTERMITENTE[ ]2 SEMANAL[ |3
QUINZENAL[ ]4 EVENTUAL[]5 NSA[]8

38. CLASSIFICAGAO DO CONTATO INTRA-DOMICILIAR:

DORMIA E CONTINUOUL ]1 DORMIA E PAROUL |2 NUNCA DORMIUL J3
NAO DORMIA E PASSOU A DORMIR[_]4

NSA[]8

39. TEVE CONTATO COM O CI OU ALGUEM COM TB FORA DA SUA CASA?
NAO[_]0 SIM[_]1
SE SIM ,CLASSIFIQUE:

40. TIPO DE CONTATO EXTRA-DOMICILIAR (pode marcar mais de 1):
VIZINHO[_]1 AMBIENTE DE TRABALHO[ ]2 FAMILIAR[_]3
HOSPITALAR[ 4 SOCIAL (AMIGO, NAMORADO, ETC) [_15 NSA [ ]8

41. CLASSIFICAC}AO DO CONTATO EXTRA-DOMUCILIAR: []
DIARIO CONTINUO[ ]1 DIARIO INTERMITENTE[ ]2 SEMANAL[ |3
QUINZENAL[ ]4 EVENTUAL[]5 NSA[]8

RESULTADO DOS EXAMES

42 TELERRADIOGRAFIA de TORAX: [] }
NQRMALDO TB ATIVA[]1 TB INATIVA/SEQUELA[ ]2 OUTRA DOENCA[ |3
NAO REALIZADA[ |8
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43. Em caso de TB ativa responda: ||
1 Cavitagdo: [ | ndo [ ]sim []ignorado

2 Padrao tipico (infiltrado em lobo(s) superior(es) e/ou segmento apical de lobo
inferior) [ ndo []sim []ignorado

3 Compativel (alargamento mediastinal ou linfonodo hilar, padrdo miliar,ou derrame
pleural) [ ] ndo [ ]sim []ignorado

4 Atipico (qualquer outro padrao) ] ndo [ |sim [ ]ignorado
8[_] NSA 9 ] IGNORADA
DATA: / /

S
O]

0. NAO REATOR (0 A4 mm)
FRACO REATOR (4-9mm)
1. REATOR (10 OU + mm)
9. NAO REALIZADO
LEITURA EM MILIMETROS: [] MILIMETROS

DATA DA APLIC: / /

DATA DA LEITURA: / /

DATA: / /

RESUMO DA CONSULTA

DATA: / /

PACIENTE ATE 15 ANOS:

PPD REATOR: NAO[_]0 SIM[_]1

SINTOMAS: NAOL |0 SIM[_]1

PATOLOGIAS ASSOCIADAS: NAO[_]0 SIM[_]1

RX TORAX ALTERADO: NAO[_]0 SIM[_]1

SE SIM P/ UM DOS ITENS ACIMA ENCAMINHAR A PNEUMO
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PACIENTE MAIOR DE 15 ANOS:

PT REATOR: NAO[_|0 SIM[_]1 NSA[ [8

SINTOMAS: NAO[ |0 SIM[_]1

PATOLOGIAS ASSOCIADAS: NAO[_]0 SIM[_]1

RX TORAX ALTERADO: NAO[]0 SIM[_]1

SE SIM P/ UM DOS ITENS ACIMA ENCAMINHAR A PNEUMO

45. CONDUTA:
TRATAMENTO PARA TB [_]1

TB CONFIRMADA [ ]11 TB PROBABILIDADE [_]12
QUIMIOPROFILAXIA[]2 INVESTIGAGCAO [ 13 ALTA[ |4

46. EXAMES DE DIAGNOSTICO DE TB SOLICITADOS:
NENHUM []0

ESCARRO[ |1 ESCARRO INDUZIDO[ ]2

LAVADO BRONQUICO[ |3 ESCARRO POS BRONCOSC. [ |4
CULTURA ESCARRO[ ]5 CULT. ESCARRO INDUZIDO [ |6
CULTURA LAVADO BRONQUICO [_]7

CULTURA ESCARRO POS BRONCOSCOPIA [ ]8

BIOPSIA PULMONAR []10 BIOPSIA PLEURAL [ ]11
BIOPSIA GANGLIONAR [_]12 OUTROS [_]13

CONSULTA DE RETORNO

DATA: / /

RESULTADO DOS EXAMES:

45. CONDUTA:
TRATAMENTO PARA TB [_]1

TB CONFIRMADA [ ]11 TB PROBABILIDADE [ ]12
QUIMIOPROFILAXIA [ ]2 INVESTIGACAO [ |3 ALTA[ 4




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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