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Resumo

A despeito de sua origem milenar, a tuberculose) (@G@htinua sendo um dos maiores
problemas de saude publica mundial. Apenas 10% pmssoas infectadas com o
Mycobacterium tuberculosidesenvolvem doenca clinica e fatores genéticosodpedeiro
podem influenciar na suscetibilidade e gravidadeesisténcia a ocorréncia da mesma. O
Interferon-gama (IFNA é uma citocina importante na regulacéo da reagosine celular a
patogenos intracelulares e o Fator de Necrose Talnikifa (TNF-0) € fundamental na
patogénese da tuberculose, principalmente devidtwa@cdo na formacdo e manutencdo do
granuloma. O gene que codifica a proteina de magoohssociada a resisténcia natural 1
(NRAMP1) ou SLC11A1l, aparentemente também estd associado a suscetibilida
tuberculose, embora sua funcdo ainda ndo este@mtite elucidada. Neste estudo,
procedemos ao mapeamento de parte da regido prenta® genes que codificam para TNF-
a, IFN-y e SLC11al através de seqienciamento de amostiadlAeprovenientes de 500
individuos sendo 265 pacientes de tuberculose e@3%oles sadios ndo relacionados e sem
historico de TB prévia, todos residentes no RioJdeeiro, e investigamos a possivel
associacédo dos polimorfismos encontrados com difesedesfechos na tuberculose em 140
individuos com TB, sendo 121 com TB pulmonar (TBRP com TB extrapulmonar (TBE) e
154 controles, sendo 96 positivos no teste intramér de tuberculina (TST+) e 58 negativos
(TST-). Apés a genotipagem 7 polimorfismos de hasea (SNPs) foram identificados nas
regides de interesse dos genesHié ye TNF-a. Para o gene dé&N-); 4 destes SNPs ainda
nao foram descritos na literatufddo foi possivel finalizar o seqienciamento doeggue
codifica para SLC11A1 devido a quantidade de sexj@émepetitivas dentro desta regido. No
estudo de associacdo, baseado na comparacdo daénftms alélicas, genotipicas e de
haplétipos, encontramos, no gene de \-Nima associacdo da variante IFH200T com
protecdo a ocorréncia de TB ativa, de TBP e conrisoo aumentado de infecgdo latente
(P= 0,033, 0,043 e 0,035) respectivamente. Todosut®® SNPs identificados neste gene
nao apresentaram associacao com nenhum dos destetdisados. Para o geneTdé¢F-a.,

foi encontrada uma associacdo de risco entreian@rTNFea -376A e a ocorréncia de TB
ativa e TBE P= 0,035 e 0,038) respectivamente. O SNP TNF-572@presentou forte
associagdo tanto genotipica quanto alélica cono riec ocorréncia de TBE (RR 8,12, IC
5,20<12,67P = 0,0175 e RR 7,72, IC 5,890,47,P = 0,0179) respectivamente. Nao houve
associacao haplotipica em nenhum dos genes amaisad
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Abstract

The spite of its millenarian origin, the tubercu$ogl'B) continues being one of the biggest
public health problems world-wide. Only 10% of feople infected with thlycobacterium
tuberculosisdevelop clinical illness and genetic factors oé thost can influence in the
susceptibility and severity or resistance to itsusence. The Interferon-gamma (IRiNis an
important cytokine involved in the regulation ofettcellular immune response against
intracellular pathogens and the Tumor necrosisofaelpha (TNFe) is fundamental in
pathogenesis of the tuberculosis, mainly due ifsoitance in the formation and maintenance
of granuloma. The gene that codifies for the nat@sistance associated macrophage protein
1 (NRAMP) or SLC11A1] apparently also is associated to the suscepyilddi tuberculosis,
although its function is still not elucidated tdyalin this study, we proceed the mapping from
part of the promoter region of the genes coding Tibi-a, IFN-y and SLC11al through
sequencing of DNA samples from 500 individualsnge265 tuberculosis patients and 235
not related healthy controls without previous dggion of TB, all residents in Rio de
Janeiro, and investigate the possible associatidheopolymorphisms found with different
outcomes in the tuberculosis in 140 individualshwitB, being 121 with pulmonary TB
(TBP) and 19 with extrapulmonary TB (TBE) and 1%htrols, being 96 positives in the
Tuberculin Skin Test (TST+) and 58 negatives (T TAfter genotyping 7 Single Base Pair
Polymorphisms (SNPs) had been identified in théoregof interest of th&FN-y andTNF«
genes. For the=N-y gene, 4 of these SNPs had still not been desciibierature. It was not
possible to finish the sequencing of the SLC11Ahegelue the amount of repetitive
sequences of this region. In the association stbdged on the comparison of the allele,
genotype and haplotype frequencies, we find, inlfiNey gene, an association of the variant
IFN-y -200T with protection to the occurrence of actil® TBP and with an increased risk
of latent infection P= 0,033, 0,043 and 0,035) respectively. All theeotBNPs identified in
this gene were not associated with none of theyaedloutcomes. For tHENF-a. gene, an
association of risk between TNF variant -376A dmeldaccurrence of active TB and TBE was
found P = 0,035 and 0,038) respectively. The SNP TNF-57RGoresented a strong
genotype (-572GA) and allele (-572A) associatiothwisk of the TBE occurrence (RR 8,12,
IC 5,20<12,67,P = 0,0175 and RR 7,72, IC 54680,47,P = 0,0179) respectively. No
haplotype association was found in any of the a®alygenes.
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Introducdo 1

1- Introducéo

A Tuberculose (TB) € uma doenca infecciosa cromaasada peldviycobacterium
tuberculosis um bacilo alcool-acido resistente, aerobico desa@mento lento, o qual é
transmitido através de aerossois (produzidos derrantexpectoracdo) que sao inalados
proporcionando o inicio da infeccdo. A TB é consada um problema de saude publica
mundial, segundo dados da Organizacdo Mundial deeSEOMS). Aproximadamente, um
terco da populacdo mundial esta infectada peltuberculosis A taxa de infec¢do anual é de
54 milhdes, dos quais 9 milhdes desenvolvem a @oergproximadamente 3 milhdes vao a
Obito (OMS, 2006). OM. tuberculosismata mais individuos que qualquer outro agente
infeccioso (Frieden e cols., 2003). Os 6bitos regmeam 25% de toda a mortalidade evitavel
nos paises em desenvolvimento onde se registramdas¥easos e 98% dos falecimentos
causados pela doenca. A maioria dos casos de TBo)(#&corre no grupo etario
economicamente produtivo (15-50 anos) e € a pahapusa de morte por infeccdo em
mulheres, principalmente mulheres jovens (Cara2@®3). Estima-se que 2,4 bilhdes de
pessoas estejam infectadas coM.duberculosie estudos de modelagem estatistica sugerem
gue 70 milhGes de pessoas morrerao de tubercudo$838 a 2018, apesar da disponibilidade
de antibidticos que podem curar esta doenca (Mereols., 1998).

O Brasil ocupa 0 15° lugar no grupo dos 22 paisgsonsaveis por 80% dos casos de TB
do mundo (Raviglione, 2003) e estima-se uma incdéde 128 mil casos por ano, dos quais
sao notificados apenas cerca de 70%, em sua ma@ragrandes centros urbanos. O
percentual de abandono do tratamento estd em 2% no pais, chegando a algumas
capitais a valores entre 30 e 40%, 0 que propaacielevadas taxas de resisténcia aos

medicamentos (REDE TB, 2005, p.11).
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Introducdo 2

Durante a transmisséo as particulas sédo inalaldasa@as via aérea por macrofagos até os
alvéolos onde se alojam, iniciando assim uma cast®teventos que resultam na contencéo
da infeccdo ou progressédo para doenca ativa (wulbsec primaria). Apos a infeccdo, na
auséncia de imunossupressao, pouco menos de 10¢ddaeduos desenvolvem TB ativa.

Dentre os principais fatores que influenciam nacstilsiidade a TB estdo os fatores
ambientais, tais como: densidade demografica, Ghalgdo, movimentos migratorios,
desigualdade social e suas implicacdes, condig@esuas de alimentacéo, abuso de alcool,
stress, transporte, educacdo, moradia (aglomerpopsilacionais), envelhecimento da
populacdo e a piora na qualidade dos programasuteote (Van Helden, 2003). Fatores
genéticos também poderiam explicar em parte poajgemas pessoas resistem mais a
infeccdo que outras. A influéncia desses fatoeesuscetibilidade a TB foi primeiramente
observada por Kallmann, et al., 1943 e Comstock81®s quais mostraram um excesso
significativo e consistente de adoecimento em gémeanozigoticos onde ambos 0s irmaos
tinham desenvolvido tuberculose (doenca concorjlasni@endo comparados com gémeos
dizigbticos ou outros pares de irmaos. Como gémmoroziglticos sdo geneticamente
idénticos estes estudos provéem fortes dados emsalale fatores genéticos estarem
envolvidos na suscetibilidade a tuberculose. Aléissa inUmeros estudos de genes
candidatos identificaram marcadores de suscetiliédyenética nos genes VDR (receptor de
vitamina D), IL-12 (Interleucina-12), IL-12RB1 (regtor B1 de Interleucinal2), IFN-
(Interferon-gama), MBL Nlannose Binding Lect)p TNF-a e SLC11A1 $olute carrier
family 11 member )Y (Casanova, 2004; Malik, 2002 e Cooke, 2001). d&arestudos de
associacdo de HLAh(gman leucocyte antigenssom tuberculose pulmonar tém sido
conduzidos em Chineses. Outro fator relevante iglado a suscetibilidade a TB é a

pandemia da Sindrome da Imunodeficiéncia AdquiigIBA).
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Introducdo 3

Apoés a infeccdo, a dinamica da progressdo paraeacdoativa pode se dar de duas
formas: individuos que progridem para a doenca &mis a infeccéo (transmisséo recente) e
aqueles que desenvolvem a doenca muitos anos cueatgo décadas mais tarde (reativacao;
Lillebaek e cols., 2002). Esta informacdo epidetgma bem estabelecida incitou uma
intensa busca por fatores que ativam o avanco fd&ci#o para doenca nesta pequena
proporcao de individuos suscetiveis, ou seja, tes @alividuos sédo inerentemente suscetiveis
a doenca ou se o desenvolvimento da doenca é prmper fatores especificos. Sabe-se
hoje, que fatores genéticos tanto do patogeiot(berculosiy como do hospedeiro tém
impacto na resposta imune contrdotuberculosis Um melhor entendimento da complexa
interacd0 entre o0 microorganismo invasor e 0 s@temune do hospedeiro € muito
importante para identificacdo dos mecanismos erdadvna protecdo, tais conhecimentos
seriam muito importantes, por exemplo, no deserhamalas estratégias de vacina. (Van
Helden,2003).

A interacdo doMycobacterium tuberculosisom o macréfago pode ser efetuada por
varios mecanismos como: receptores do complemeateptores de manose, receptores
surfactantes, receptortesl-like e outros capazes de mediar esta interacéo iriiegltre estes
0 receptor mais bem caracterizado, capaz de se digaicobactéria ndo opsonizada, € o
receptor de manose (MR) e sua interagdo cdh tuberculosis feita por uma glicoproteina
de superficie da micobactéria chamada lipoarabinaniaAM).

O desenvolvimento da imunidade mediada por célatagra oM. tuberculosisesta
associada a positividade do teste de reatividatdnea a tuberculina. Em nivel celular ocorre
uma resposta imune efetiva, de maneira que os fago infectados com. tuberculosis
interagem com linfocitos T através da producaoat&s citocinas (Flynn, 2000).

O Interferon-y, (IFN- y) é uma citocina que possui um papel crucial narote da

infeccdo peloM. tuberculosis(Flynn, 1993), estimulando a producdo do fatornderose
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Introducdo 4

tumoral (TNF-a) pelos macréfagos, induzindo assim, a formacagrdouloma e controle da
extensdo da infeccao (Flynn, 1995; Bean, 1999)m@olismos no gene que codifica para
IFN-y ou seus receptores em humanos podem influenamo taa expressdo como ha
atividade bioldgica destas moléculas (Jouanguypl9®mbora a producdo de IENvarie
interindividualmente, alguns estudos sugerem queniegis de IFNy em individuos
portadores de tuberculose ativa sdo consideravédmerduzidos em comparacdo com
individuos saudaveis (Lyn, 1996; Zhang, 1995). iissbmo IFNy, o TNF-a é secretado por
macrofagos, células dendriticas e células T e demeima multiplas funcbes na resposta
imune e patologica da doenca. Essa citocina tanibimencia na expressdo de moléculas de
adesdo bem como de varias quimiocinas. Além dissoreceptores de TNk-estao
diretamente ligados a formacgé&o do granuloma fumtioos tecidos infectados (Raja, 2004).
Embora varias citocinas e quimiocinas estejam emdad na interacdo dos macréfagos
com outras células efetoras, a participacao tantl-N-y como do TNFa e seus receptores
sdo fundamentais, e a diminuicdo da producdo dasmaee esta comprovadamente
relacionada a uma falha na resposta especificaacarnmfeccdo pelM. tuberculosisFlynn e
col. (1993), demonstraram que ratos com rupturagelee que codifica para IFN-s&o
altamente suscetiveis a infeccdo pelotuberculosis falham na producdo de NOSitic
oxide synthagee desenvolvem uma forma disseminada da doengacteazada por
granuloma irregular e grande area de necrose ddote&Em 1995, o mesmo grupo
demonstrou que ratos com ruptura no receptor de-d b deprimidos de TNEk- pela
utilizacdo de anticorpo monoclonal anti-TNFsdo extremamente suscetiveis Bb
tuberculosis apresentando um aumento na carga bacterianadesnegulacao na formagao
do granuloma e sobrevivéncia encurtada (Flynn e 48I95). Adicionalmente, humanos
recebendo terapia anti-TNEF-apresentam maior vulnerabilidade a infeccdo miceiana

(Winthrop, 2006; Hamilton, 2003).
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Introducdo §5

A infeccéo peldM. tuberculosi€ complexa e processa estagios de multiplas etigsae
0 encontro inicial com o patdégeno. A fagocitose subsequiente secrecao de IL-12 séo
processos iniciados na auséncia de exposicao @é\aatigeno e conseqientemente formam
um componente de imunidade inata. Outros composémigortantes da imunidade inata sao
“natural resistance_ssociated macrophage _mtein 1” (NRAMP1), neutrofilos, células
natural killer (NK), receptoresoll-like (TLR). O gendNRAMP1 (ouSLC11A1Solute carrier
family 11 member)lé o maior determinante de resisténcia natunalez¢ao intracelular e foi
originalmente identificado em ratos. A NRAMP1 é umateina de membrana expressa
somente no lisossomo de macrofagos e mondcitoss Apgagocitose a NRAMP1 dirige-se
para a membrana do fagossomo que contém a badtiésée momento, essa proteina atua
como uma bomba de cation divalente que removero far outros cations divalentes do
fagossomo, ndo havendo assim replicacdo do miaommgo (Blackwell, 2000, Eide, 2005).
A NRAMP1 também é crucial no transporte de nitdtocitosol para ambientes mais acidos
como o fagolisossomo, onde ocorre entdo a convasadxido nitrico. A diminui¢cdo de
NRAMP1 aumenta a suscetibilidade a infeccdo porobactérias. Varios estudos de
associagao entre polimorfismos presentes no geaeaglifica para a NRAMP1 e TB tém
demonstrado associacdo com a suscetibilidade &octa da TB em popula¢des do Japao,
Canadé, Coréia, Vietnam, Gambia e Africa do Sula{H2004). Contudo, mais recentemente,
Malik e colaboradores sugeriram que NRAMP1 devéuaniciar somente a velocidade da
progressao da infeccao para doenca (Malik, 2005).

Atualmente, o desenvolvimento da genética/gendieitacontribuido sobremaneira para
o entendimento do processo patogénico que estaasoprincipais doencas infecciosas

permitindo um estudo mais sistematico da influégeiaética.
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Seguindo os relevantes avancos das Ultimas décamlantendimento dos processos
imunologicos em nivel molecular e em tecnologias gstudar esses processos bioldgicos, a
tuberculose esta sendo extensivamente investigadanovas perspectivas.

Com o término do projeto genoma humano, e a dipgizaicdo de sequéncias referéncias
de alta qualidade, os estudos para a avaliacdoadabiidade genética interindividual e
determinacao de fatores de risco para diferentsfec®s imunoldgicos, ou mesmo resposta
a farmacos, tém sido desenvolvidos com frequésggundo as informacdes obtidas com o
projeto genoma, os polimorfismos de base Unica §pké#presentam a mais abundante fonte
de variacdo genética no genoma humano. A assoctee&NPs com fenotipos de doencas
humanas tem grande potencial para aplicacéo cldlieta por prover novos e mais precisos
marcadores genéticos para diagnéstico, prognosecopossivelmente, novos alvos
terapéuticos. Assim, identificacdo de genes quériboiem para doencas complexas como a
tuberculose tem sido um grande desafio na era @d3ngica (Suh, 2005). Contudo, a
suscetibilidade a ocorréncia de TB tem uma etialogiultifatorial, nenhuma estratégia
simples poderia identificar todos os genes potémeiate envolvidos em tal desfecho devido
as limitagbes nos desenhos de estudo. Estudogaigfii no genoma humano podem ser
usados para identificar regides do genoma as @aaism conter um locus com maior efeito
de suscetibilidade a doenca na populacdo em deaahilias com pares de irmdos, que
contenham dois irméaos afetados pela doenca deesster sdo usualmente selecionados
porgue eles sdo mais provaveis ter a doenca tlgigepulacdo em geral. Eles e seus pais sao
incluidos na varredura do genoma indiferentementesgais séo afetados pela doenca, mas é
necessario grande numero de familias a serem sigazata prover forca razoavel (Bellamy,
2006). Este método € compreensivo e pode locaigam gene que exerca um maior efeito

na suscetibilidade a doenca, mas sua forca éwvaatadinte baixa, uma vez que existe a
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possibilidade de ndo detectar genes que posswato efoderado na determinagcéo do risco
da doenca (Bellamy, 2006; Suh, 2005).

Identificacdo de genes que afetam a suscetibilidapatdgenos individuais em espécies
animais provéem genes candidatos Uteis para eshwseanos, como no caso do homologo
humano de NRAMP1, também designado com este nomehmmanos, foi recentemente
renomeado SLC1lakdlute carrier family 11 number) 2 esta localizado no cromossomo
2935 (Cellier, 1994). Varios polimorfismos tém sidentificados neste gene, os quais tém
sido amplamente avaliados em estudos de assoctagéosuscetibilidade a TB humana
(Bellamy, 2006). Adicionalmente, a associacao &g genes do complexo HLAIgman
Leukocyte Antiggne ndo HLA com suscetibilidade a tuberculose emasépopulacdes
étnicas tém sido frequentemente estabelecidasd@&stle associacdo com genes candidatos
das regibes HLA DR2, DQ1 e DP, bem como de genesqdificam para outras moléculas
nao pertencentes ao complexo HLA como MBlafinose Binding Lect)n VDR (receptor de
vitamina D), SP (Proteina surfactante), Ii¥nterferon gama) e etc, tém sido reportadas em
véarias populacdes de diferentes etnias (Selved@y)2

As citocinas desempenham um papel fundamental galagio de varias respostas
bioldgicas, como resposta imune, inflamatoria, Hepwese, oncogénese e até mesmo no
inicio do desenvolvimento embrionario.

A transducéo de sinais de citocinas de fora panralelas células se da via receptores
especificos. Contudo, a expressao dos genes qife@adpara as diferentes citocinas pode
variar em decorréncia de varios fatores, dentiguass, fatores ambientais e genéticos.

A variabilidade genética, normalmente representsla presenca de polimorfismos de
base uUnica (SNPs) na regido promotora de variogsgede citocinas tém sido uma das

principais caracteristicas investigadas em relagadiferentes desfechos em doencas de

Andlise Molecular da regido promotora dos genescqgdédicam para IFNg TNF-a e SLC11A1 (NRAMP1) na Tuberculose
MARCIA QUINHONES PIRES LOPES



Introducdo 8

origem infecciosa ou ndo, sendo os SNPs presentegenes de TNEk-e IFN+y, os mais
estudados.

O gene IFN«y humano estéa localizado proximo aos marcadoresossatélites D12S335
e D12S313 no cromossomo 120.15, possui aproximentand,4 Kb e apresenta 4 exons que
codifica uma proteina de 166 aminoacidos (Gray &dsalel, 1982; Bureau, 1995).

Nos ultimos anos, alguns polimorfismos tém siderigaos no gene IFN- (Oppenhein
& Feldmann, 2001). Contudo, poucas variacfes nidaggomotora deste gene capazes de
afetar a expresséo de IFNestdo disponiveis na literatura. Varios estudosdémonstrado
que o polimorfismo presente no Intron | do gendkid- y (+874 A/T) esta relacionado a
regulacdo da expressédo do gene, sendo o aleloo€iasds com alta producéo de IFNe o
alelo A com baixa producéo da proteina (Amin e.c@B07; Rossouw e cols., 2003). Estudos
de associacao deste polimorfismo com a suscetbidich TB mostram uma associagao direta
do alelo A com suscetibilidade ao desenvolvimerdoddenca nas populacbes Européia,
Africana e Brasileira (Amin e cols., 2007; Lopezeaauelo,2003; Rossouw,2003, Lio,2002).

Em relacdo ao TNk-em humanos, o gene que codifica para esta citesitdalocalizado
no brago curto do cromossomo 6, dentro de umaaeatgd7 kilobases (Kb). Os Antigenos
Leucocitarios Humanos (HLA) estdo localizados ngia@ 6p21.1-p21.3 e incluem varias
familias de genes. Por uma analise da disposicgeatms loci, a regido de classe Il, DR, e a
regido de classe lll sdo separadas por cerca dekBlOA regido classe Il do gene C2 é
separada da regido classe |, HLA B, por 600 Kbinwasecdo deste intervalo estéo incluidos
0s genes que codificam para TMFe LTo (Hajeer, 2001). O gene TNF contém muitos
polimorfismos incluindo microsatélites e SNPs. Soteaa regido promotora, segundo Mira
et al. (1999), ja foram descritos SNPs nas seguipdsi¢cdes relativas ao sitio de iniciagdo da
transcricdo: -1031(T/C), -863(C/A), -857(C/A), -§B1T), -419(G/C), -376(G/A), -308(G/A),

-238(G/A), -163(G/A) e -49(G/A), embora aquelagpdaicdo -419, -163 e -49 sejam raras em
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caucasianos (Mira et al, 1999). Muitos destes pmfiismos estdo em desequilibrio de ligacéao
com alelos HLA classe | e Il (Hajeer, 2000). Alguhas polimorfismos no gene TNFE-
influenciam na producdo de TNF-através de uma regulacdo positiva SNP -308
(Bouma,1996, Louis,1998) ou negativa SNP -238 doegevarios estudos sugerem a
associacao destes SNPs com suscetibilidade owfootevarias doencas (Santos et al 2002,
Correa e cols., 2005; Corbett e cols., 2002).

Embora SNPs sinbnimas ndo afetem a sequéncia deados, podem influenciar a
expressdo da proteina através de varios mecanidifieoentes, como por exemplo, alterar
splicing do mRNA, a estabilidade do mRNA e os niveis de stagdo do gene.
Polimorfismos dentro da seqiéncia regulatéria 8’ eu introns normalmente afetam a
transcricdo, pois podem alterar a estrutura do diti ligacdo a fatores de transcricdo ou a
estrutura deénhancers e silencérem introns (Bidwell, 1998).

As consequéncias da grande expressao deyIENNFo tém sido estudadas, no entanto,
ja é sabido que a expressdo exagerada dey IFgsulta em células B, T e hematopoéticas
deficientes (Young e cols., 1997). Contudo, foi trewdo que polimorfismos (SNPs) no
promotor destas citocinas sao capazes de mod#ieapressao desses genes (Wilson e cols.,
1997; Knight e cols., 1999; Bream e cols., 2002).

Neste estudo, mapeamos (através de sequUenciameatt® da regido regulatoria
(promotor) dos genes que codificam para TdNE-IFN+y em um grupo de pacientes com
tuberculose pulmonar e/ ou extrapulmonar, um gagaontatos domiciliares sem TB ativa
sob risco de se infectarem pelo bacilo da TB, dewuiehte agrupados nos principais grupos
predominantes. Adicionalmente, realizamos a amalia associacdo dos polimorfismos
encontrados com diversas caracteristicas clinicksmmgraficas tais como suscetibilidade ao
desenvolvimento de TB ativa, gravidade da doengasisténcia do hospedeiro a infeccéo

peloM.tuberculosisapds infecgao.
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2. Revisao da Literatura

2.1 Historico

A tuberculose € uma doenca infecto-contagiosa ermr milenar cujo principal agente
etiologico é oMycobacterium tuberculosi@/. tuberculosiy dentrequalquer outro patdégeno
microbiano foi 0 que levou o maior nimero de pessoadbito (Daniel, 2006).

Acredita-se que o géneMycobacteriumtenha se originado ha mais de 150 milhfes de
anos (Hayman, 1984) e modernas técnicas de gemétieeular como o seqiienciamento do
genoma de varias cepas We tuberculosispermitiram uma estimativa mais rigorosa do
tempo de origem da micobactéria. Esta estimatifexiétada pela baixa taxa de mutacdo do
M. tuberculosisEm 2005, Gutierrez e cols. concluiram que um strededoM. tuberculosis
estava presente na Africa Oriental ha 3 milhGearbes j& infectando hominideos (Gutierrez e
cols., 2005). Varios autores sugerem que todos esbros modernos do complexd.
tuberculosistenham tido um ancestral comum ha cerca de 358006Lanos (Gutierrez e
cols., 2005, Brosch e cols., 2002, Kapur e col894)L Assim, a Africa Oriental teria sido
entdo, o local de origem do bacilo tubérculo teadmmem como hospedeiro, porém, faltam
evidéncias arqueoldgicas da presenca de tubercq(itisgh e cols., 2004). As primeiras
evidéncias documentadas da presenca de tuberadtm® de cerca de 5000 anos atras no
Egito, quando descobertas em mumias egipciasasiple tuberculose foram identificadas
(Zimmerman, 1979).

A tuberculose é claramente descrita na biblia efmoanLeviticus 2:16 e Deteronomy 28:
22, porém, usando a palavra no hebreu ant@ghdchepheth que permanece em uso no
hebreu moderno comas¢thachefét que significa tuberculose (Daniel,1999). Haatet da

presenca de tuberculose na india ha 3300 anoseat@€hina ha 2300 anos (Daniel, 1998).
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Como no Egito, evidéncias arqueoldgicas de tubeseuantiga também séo encontradas
na Ameérica. Assim como no Egito, a tuberculose &ss&luindo doenca de Pott € bem
demonstrada em mumias peruanas, onde o DNAMdeuberculosisfoi identificado em
tecidos mumificados. Ja4 as evidéncias mais antdmstuberculose pré-colombiana na
Ameérica vém da regido dos Andes, antes da chegaslgrimeiros exploradores europeus
(Roberts e cols., 2003, Daniel, 2000, Salo e cb®94, Allison e cols., 1973).

Na Grécia classica, a tuberculose era chamadapkisis, sendo reconhecida por
Hipocrates, que percebeu claramente sua predifgméadultos jovens (Daniel, 1997; Coar e
cols., 1982). Com a entrada da Europa na idadeanédegistro escrito da tuberculose ficou
escasso, 0 que nao significa que a doenca naoceestesente (Roberts e cols., 2003). Ha
evidéncias arqueoldgicas da presenca de tuberceinsedrias regibes da Europa durante o
milénio que seguiu a queda de Roma no 5° séculoi¢D2006).

Com o renascimento, novos conhecimentos sobreragcd@irgiram. Foi René Théophile
Hyacinthe Laennec um grande anatomista, lembrado haje por sua invencdo “o
estetoscopio”, quem elucidou a patogénese da tubsece unificou o conceito da doenca,
pulmonar ou extrapulmonar (Daniel, 2000, Danielp80 Em seu trabalho, Laennec né&o
somente expds claramente a patologia da tubercuitese também descreveu a maioria dos
sintomas da forma pulmonar e introduziu termos pl@screver esses resultados que ainda
estdo em uso hoje, dando inicio ao entendiment@modia tuberculose.

O trabalho de Laennec foi possivel em grande pamteausa de sua enorme experiéncia
com autopsias de pacientes de tuberculose no hbbigitker em Paris. Na época, o indice de
mortalidade em Londres, Estocolmo e Hamburgo sexaparam de 800-1000/100000/ano.

No norte da Europa, a tuberculose era geralmentsiderada uma doenca hereditéria,
enquanto no Sul acreditava-se ser de naturezecioga; o que foi sugerido oficialmente pela

primeira vez em 1790, por Benjamim Marten, quebatt a doenca “algumas certas espécies
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deanimalculd (Doetsch, 1978). Em 1865, o cirurgidao militarrfcé@s Jean-Antoine Villemin,
convincentemente demonstrou a infeccdo naturaludardculose através da inoculacdo de
“uma pequena quantidade de liquido purulento dedade tuberculosa”, removido em
autopsia de um individuo que morreu de tubercudmseum coelho. Embora o animal tenha
permanecido aparentemente saudavel, quando saddfie autopsiado trés meses mais tarde
varias evidéncias de tuberculose foram identifisadfslajor, 1945). Na mesma época,
William Budd escreveu uma carta para Lancet sudergue tuberculose “era disseminada
pela sociedade por germes especificos”.

A histéria da tuberculose foi mudada dramaticamenmemarco de 1882, quando Robert
Koch fez sua famosa apresentacdo, “A Etiologia ddoefculose” para a Sociedade
Fisiologica de Berlin. Em sua apresentacédo, Kochse#nente demonstrou o bacilo tubérculo
que ele havia identificado, como apresentou sews$arpostulado (Daniel, 2005, Kaufmann,
2003).

Em 1890, Koch ap0s ter injetado nele mesmo tukieecutoncentrada, observou o
desenvolvimento de uma reacéo violenta e ndao conuom, elevacdo da temperatura a
39,6°C, concluindo que sua tuberculina poderiausada para o diagnéstico da tuberculose.
Em 1905 ele ganhou o Prémio Nobel em medicinaglatadacao da etiologia da tuberculose
(Kaufmann, 2003).

Em 1909, Clemens Freiher Von Pirquet, um dos prosepediatras de Viena, usando
uma lanceta para introduzir uma pequena quantidate tuberculina diluida
intracutaneamente, notou que a reacéo de tubemqudisitiva refletia tuberculose latente (um
termo que ele introduziu) em criangas que néo rastaivam tuberculose (Von Pirquet, 1909).
Em 1930, Florence Seibert desenvolveu o PPD (Ddwivale Proteina Purificada)
essencialmente na forma a qual € usada atualmemteinga série de investigacdes na

Universidade da Pensilvania.
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Em 1955, a Organizacdo Mundial de saude (OMS) paiblos resultados obtidos com a
utilizacdo do teste PPD em criancas na idade eseolavarias populacées (WHO, 1955).
Através desta publicacéo, ficou claro que em paisesalta prevaléncia de tuberculose como
Etiépia e Filipinas, um numero substancial de @&sn saudaveis reagiram ao teste
apresentando uma enduracao similar aquelas apadasnpor pacientes com tuberculose,
corroborando os resultados de Von Pirquet (Vonueirl909).

Enquanto o entendimento da tuberculose avancouosotrabalhos de Villemin, Koch e
outros, a incidéncia da doenca na Europa e AmaaNorte diminuiu. O indice de
mortalidade comecou a declinar no inicio e meadasétulo XIX (Davies e cols., 1999,
Wilson, 1990), provavelmente devido a melhoria dasdicbes de vida e da imunidade das
pessoas, resultante de uma populacdo geneticameiggesistente devido a selecéo natural.
Contudo, nenhuma destas hipoteses foi comprovaadg®e cols., 1999). Até os dias atuais,
a incidéncia da tuberculose na Europa e Américhlatte € historicamente baixa. Em outros
lugares, especialmente na Africa Subsaarica, ondéncidéncia da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) é alta, a epidenda tuberculose continua crescente.

Em 1889, Herman Biggs, ap0s ter defendido uma s$edee profilaxia e vigilancia
sanitaria, tornou-se o principal médico oficial cidade de Nova York e posteriormente,
comissario de saude no estado de Nova York, intiado a obrigatoriedade de registro pelos
agentes de saude dos casos de tuberculose da.citabdera tenha ocorrido uma grande
resisténcia da populacdo e classe médica, Biggselmjiado por Koch através de
correspondéncia em 1906, onde 0 mesmo expressolem@usua opinido pareciam ser
procedimentos extraordinariamente praticos e adaptde maneira adequada para o controle
da tuberculose (Winslow, 1929).

Uma contribuicAo mais direta para o desafio de esapgdblica que a tuberculose

representava foi dado por Albert Calmette e seocéado Camille Guérin (Daniel, 2005), os
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quais tinham a intencdo de desenvolver uma va@n&a tuberculose e empreenderam um
grande esforco para atenuarMycobacterium bovigara uso como vacina, no Instituto
Pasteur de Lille. Apds sobreviver aos problemasdpes pela primeira guerra mundial,
Calmette estava pronto para testar a vacina BCGillB&almette-Guérin) em 1921, agora
no Instituto Pasteur em Paris. A vacina foi testamaum recém-nato de uma paciente de
tuberculose que havia ido a oObito. E deixado ancaaaos cuidados de uma avo tuberculosa.
A crianca sobreviveu e ndo desenvolveu tuberculdseante sete anos subseqientes, mais
que 100.000 criancas foram imunizadas. A vacinapfontamente aceita na maioria da
Europa, mas néo foi amplamente usada na Inglgeamel, 2005).

A incidéncia da tuberculose foi declinando no imido século XX, mas as devastacfes da
primeira guerra mundial conduziram sua ressurgéNaa-ranca, entre 1916-17 foi detectado
que a tuberculose acometia entre 400.000 e 5000280s. Com apoio da Fundacao
Rockefeller e agéncias voluntarias francesas, dtéamacional de defesa contra tuberculose
montou uma campanha de saude publica em todo paisauxe medidas de salde publica
para toda Franca.

Em 1945, T.W. e Mostyn Davies descreveram uma pes@mpreendida ao longo de
Gales que alcangou 21627 pessoas. Deste grandeUt38 casos de tuberculose foram
encontrados (0,6%) (Davies e cols., 1945).

Em 1948, uma notavel campanha patrocinada pela BNIEundo das Nagbes Unidas
para a Infancia) e Cruz Vermelha dinamarquesaadaseo teste de tuberculina seguido pela
vacinagdo dos ndo-reatores, comecou na Polonesmehando rapidamente a outros paises
da Europa e no final para o Equador. Durante tn@s,aaproximadamente 30 milhdes de
pessoas foram testadas com tuberculina e 14 milkéemadas com BCG (Bacilo de
Calmette-Guérin). O programa foi, de fato, o primeprograma de controle da doenca

empreendido por uma agéncia da Organizagdo Muddi8aude (Comstock, 1994). Hoje, a
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OMS continua com varios programas para o contraléuderculose, mas ja ndo recomenda
vacinacdo com BCG, exceto para recém-natos. Nasd&stUnidos, onde BCG néo foi
extensamente usado, os programas de controle dectlitise preconizam o tratamento de
individuos com infeccao latente (OMS).

No historico do tratamento da tuberculose podeestadar o Dr. Edward Livingston
Trudeau, um notavel homem, vitima da tuberculosprauto de um ensino médico
inconstante, ele montou um laboratério de pesquisi@ com seu sanatério e desenvolveu
muitos estudos para examinar a eficacia do tratemantuberculose. Depois de sua morte, o
“British Journal of Tuberculosis” publicou sobreuseomentario a respeito da crenca na
possibilidade de quimioterapia para tuberculoseedds simplesmente no que Erlich tinha
demonstrado para sifilis, isto €, que um composimigo era capaz de matar o germe sem
causar injurias para as células (Trudeau, 1916H)talanos mais tarde, a perspectiva para
pacientes com tuberculose e a historia da doenganam dramaticamente com a introducao
da quimioterapia Trudeau. A descoberta do acidampi@o salicilico (PAS) por Jorgen
Lehmann em 1943 e do thiosemicarbazone por Geibandagk durante o tempo de guerra
na Alemanha culminaram em 1945 com o rendimento piimseiros agentes terapéuticos
eficazes no tratamento da tuberculose, ambos serbanteriostaticos.

Em 1944, foi publicado o isolamento da estreptamaico primeiro antibibtico e primeiro
agente bactericida efetivo contra tuberculose (R$882, Schatz e cols., 1944). Dentro de
poucos meses foi usada com resultados impactaatasoptratamento de uma paciente com
tuberculose (Hinshaw e cols., 1945). Contudo, nemhyublicacdo sobre o uso da
estreptomicina para o tratamento da tuberculos& lsdo reportada até 1950, no jornal de
tuberculose britanico e doencas do térax (Weitzeneols., 1950).

A isoniazida foi a primeira droga micobactericidalpdescoberta em 1952 seguida da

rifampicina em 1957, iniciando uma nova era pata@mento da tuberculose. O tratamento
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foi aumentado para incluir aqueles com infeccdnlat A histéria do controle da tuberculose
entra em um novo capitulo. O tratamento para doraou-se o objetivo buscado por toda

pessoa aflita no mundo.

2.2 Tuberculose: Epidemiologia e Genética Humana

A tuberculose é uma doenca infecto-contagiosa digdio lenta, principalmente causada
pelo Mycobacterium tuberculosie continua, a despeito de sua origem milenar, auser
enorme problema de saude publica, mesmo com odiiforuso da vacina BCG, terapia
multidroga e a existéncia de programas nacionargegnacionais de controle. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (figural), em 2004dnfonotificados 8,9 milhfes de novos
casos de tuberculose no mundo (140/100.000), dass,qu8,9 milhdes (62/100.000)
apresentaram cultura positiva e 741.000 adult@vast infectados pelo HIV. Mais que 80%
de todos novos pacientes foram provenientes dad\fBul e Leste da Asia e regibes do
pacifico Ocidental. Uma estimativa de 1,7 milh8egessoas (27/100.000) morreram de TB
em 2004, incluindo aqueles coinfectados com HIV8(@@0) (OMS, 2006). Hoje, estima-se

que aproximadamente um terco da populacdo murstgjbhanfectada pelbl. tuberculosis
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Figural: Dados da OMS 2006. Controle Global da Tuberculdgd ©/HTM/TB/2006.362)
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O Brasil ocupa o 15° lugar entre os 22 paises sadsstima que ocorram 80% dos casos
de TB do mundo com uma incidéncia de 128 mil cases(REDE TB, 2005, p.11). No
entanto, pouco menos que 10% destes infectadosntese doentes (na auséncia de
imunossupressao) (Sutherland e cols., 1952). Certeanum melhor entendimento dos fatores
ambientais e genéticos do hospedeiro que determénprogressao da infeccao latente para
doenca ativa é primordial para um melhor contrastal endemia. Estudos com familias,
gémeos e contatos ndo consanglineos tém sugeadameinte a presenca de fatores
genéticos envolvidos na suscetibilidade ou resiséa tuberculose (Comstock, 1978, Fine
1981). Por outro lado, pesquisas recentes tém adusta diversidade de cepas ke
tuberculosise que podem influenciar o curso da doenca (McSHAMID3, Kremer e cols.,
1999, Manca e cols., 1999). Claramente temos gl [por um lado com um patégeno
prospero, mas por outro lado um hospedeiro quedarandido viver com este patdgeno.
Hipotese recente sugere qudotuberculosigossui trés milhdes de anos, o que significa um
longo periodo de co-evolucao e adaptacdo para af@udierrez e cols., 2005).

Em geral, quandd/. tuberculosisé introduzido numa populacdo sem contato préwo el
deve espalhar rapidamente. Assim, no Reino Uniglm, @ maci¢a migracéo ocorrida durante
a revolucéo industrial e as condi¢des de pobrezguenvivia a populagédo naquele momento,
a oportunidade para uma epidemia era criada. Erdresnfoi estimado que 20% de todas as
mortes em 1667 foram devido a tuberculose. Possergk o pico de tuberculose no Reino
Unido por volta de 1780 (inicio da revolucao inda$t era cerca de 1.120/100.000 por ano,
com uma estimativa de morte por tuberculose de%d @& populagdo/ano. Posteriormente, a
incidéncia de tuberculose na Inglaterra, comecatlirde anos antes de outras doencas
infecciosas e muito antes da introducdo dos pragsade controle ou antibidticos (Van

Helden, 2003).
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A infeccdo peldM. tuberculosis® um processo complexo que envolve multiplos estag
desde o encontro inicial entre patégeno e hospeden cada estagio deste processo, fatores
inatos desempenham uma importante funcdo. EnquaesBrentes evidéncias sugerem a
presenca de imunidade adquirida através de umaapegposicao devido a vacinacdo com
BCG, ha também muitas evidéncias que sugerem qufecdo prévia hdo necessariamente
confere protecdo contra uma futura infeccdo ourpssgio da doenca (Rook e cols., 2005,
Cosma e cols., 2004).

Excluindo os determinantes sociolégicos, os progavatores biologicos que estédo
envolvidos na resisténcia inata &b tuberculosissdo: a bactéria, o ambiente (nutricdo e

outras infec¢cdes) e o hospedeiro.

2.2.1 A bactéria

Estudos de doencas infecciosas sdo complicados fpgoque dois genomas, um
procariotico e outro eucariético estdo interagipdo anos e nao se sabe quais as possiveis
influéncias que esta interacao poderia ter na impatogenia ou mesmo possibilidades de cura
da doenca. Estudos de Epidemiologia Molecular t&mahstrado através de técnicas de
genotipagem uma grande variedade de cepas diferdatd. tuberculosisem circulacéo e,
através da gendmica comparativa, sabe-se hoje geeoma dé/l. tuberculosigem evoluido
através de polimorfismos de base uUnica (SNPs)rdasee/ ou delegbes, o que tem
estimulado sobremaneira a investigacdo da relagfie eariagcdo genética e fendtipo. Uma
série de ferramentas de genotipagem paréuberculosigém sido desenvolvidas (Kremer e
cols., 1999) e a maioria destas fazem uso de etesmagenéticos mdéveis ou seqiiéncias
repetitivas de DNA. Embora essas ferramentas tergdonfundamentais para a detecgcao da
transmissao de tuberculose, os marcadores nos elasissdo baseadas mudam com certa

rapidez, dificultando a utilizagdo das mesmas mmtaidos filogenéticos (Monot e cols.,

Andlise Molecular da regido promotora dos genescqgdédicam para IFNg TNF-a e SLC11A1 (NRAMP1) na Tuberculose
MARCIA QUINHONES PIRES LOPES



Revisao da Literatural9

2005). Ao contrario, polimorfismos de grandes saqi#s (LSPsS) representam um evento
anico e podem ser usados para estudos robustakglenfa paraM. tuberculosis(Hirsh e
cols., 2004). Uma vantagem adicional é que, umaunea LSPs tenha sido identificada (por
hibridacdo comparativa do genoma total), um PCRplgisnpode ser usado para rastrear um
grande numero de cepas em um modelo de auto-pameestd. Em 2002, Gagneux, e cols.
usou a gendmica comparativa e ferramentas de epldgia molecular para definir a
estrutura da populacédo global Bl tuberculosise investigar sua influéncia na dinamica da
transmissdo deM. tuberculosisem S&o Francisco durante um periodo de 11 anos.
Demonstrou que a estrutura da populacad/deuberculosisé definida por seis linhagens
filogeograficas, cada uma associada com populagéwha especifica (“sympatric”, isto €,
maior compatibilidade de um dado patdgeno infectar determinado hospedeiro). A
observacao de patdégenos agrupados em populactgsifgsmente estruturadas implica que
cepas particulares e suas populacdes alvo corrésptan(pacientes), podem ser classificadas
como “Sympatric” ou “Allopatric” (Woolhouse e cal2002). Analise multivariada destes
dados revelou que pacientes nascidos nos Estadio®dJrporém de origem étnica bem
definida (chinesa e filipina) tendem a abrigar e&ma cepa de pacientes nascidos na China e
Filipinas, respectivamente. Uma vez que a etnigdaeim definida € um bom marcador de
ancestralidade genética em humanos, estas obsesvad@monstram claramente uma
associagado entre patdgeno-hospedeiro. A adaptagd@etdrminados grupos do patdgeno a
populacdes especificas do hospedeiro é uma cdsticieique deve, portanto ser considerada,
quando da criacao e avaliacdo de novos candidatasia contra a tuberculose. Diferencas
na sequéncia do DNA entre isolados clinicos podstar eassociadas com diferencas na
efetividade ou viruléncia. Em 1998, Valway e coisvestigando a cepa dé. tuberculosis
(atualmente conhecida como CDC1551) revelaram quenesma tinha uma alta

transmissibilidade em humanos e foi significativateemais virulenta em modelo animal que
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outros isolados clinicos. Estudos imunoldgicos Idathos desta cepa mostraram que ela
induziu niveis mais altos de TNE-IL-10, IL-6 e IFNy que outras cepas nos pulmbdes de
ratos infectados e quando crescidas em mondcitosimos (Manca e cols., 1999).

Estudos posteriores de outros isolados clinicos tdostrado evidéncias claras da
importancia desta modificacdo na resposta imuneizidd pelo patdégeno. Em estudo
conduzido por Manca e cols., 2001, a hiperviru@ndo isolado HN878 foi claramente
demonstrada em modelo animal. Ratos infectados estan cepa falharam na inducdo da
resposta do tipo Thl e apresentaram baixos niedisNy e TNFa nos pulmdes.

A associacdo entre a diversidade da sequéncia d& @Npatdgeno e a variacdo na
resposta imune do hospedeiro demonstra claramentepartancia da investigacdo das
diferencas genéticas entre cepasMiletuberculosis.O desenvolvimento de uma resposta
imune tipo Thl é essencial para imunidade protetonéra este patégeno, que € intracelular e
reside principalmente em macréfagos. Como tal,jveagio de macrofagos, principalmente
por IFN+y, € fundamental para a resposta imune protetoreatys e humanos (Flynn e cols.,
2001). Se a diversidade da sequéncia de difereapes déV. tubercosigesulta na diferenca
da habilidade para induzir uma resposta imune dpdueiro tipo Thl, entdo isto deve
explicar diferentes padrdes da doenca.

Lopez e cols. em (2003), usou um modelo animalibdertulose pulmonar para investigar
o papel da diversidade genética do patdgeno narndetgdo da patogenicidade e
imunogenicidade usando doze cepas distintadMdeuberculosisdefinidas com base no
padrdo de RFLP IS6110 e representando quatro fentitis principais genotipos encontrados
no mundo hoje. Eles investigaram a resposta imsaobrevivéncia depois do desafio e
mudancas histopatologicas no rato infectado comsediferentes cepas e compararam 0s
mesmos parametros em ratos infectados com a cededéncia H37RV. No mesmo estudo

investigaram também a eficicia protetora de BCGra@stas diferentes cepas e encontraram
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marcantes diferencas nos padrées de inducdo aéneisoe imunopatologia entre elas. Ratos
infectados com o gendtipo Beijing tiveram uma cdvgailar significantemente mais alta e
razdo de mortalidade em quatro semanas apoOs infeegguanto ratos infectados com o
genotipo Canetti tiveram uma carga bacilar maigébai areas significantemente menores de
pneumonia comparado com o tipo Beijing. As difeesngom outros genotipos foram menos
marcantes e mostraram indices intermediarios deewobncia. A eficacia protetora de BCG
para os diferentes genotipos variou, sendo menotetpra contra o genotipo Beijing. A
diferenca da razdo de mortalidade entre os gersdtigste estudo, ndo pode ser explicada
pelo padrdo de secrecao de liFdncontrado, pois os gendtipos Beijing e Canethiiziram
niveis similares de IFN-no final da infeccdo apesar deles terem induzitticés de
mortalidade muito diferentes. A infeccdo com o ggoCanetti induziu um nivel constante
de TNFe em contraste a cepa Beijing que induziu TdN\§6mente no estagio inicial.

Estas descobertas sdo importantes e pertinentegigoa gendétipo Beijing € a cepa
predominante d&l. tuberculosisem varias areas geograficas distintas, presumérgknpor
causa de uma vantagem seletiva desta cepa sobuéras (Caminero e cols., 2001).

Recentes estudos realizados por Tsenova e co3b, 26ncluiram que a cepa Beijing é
mais patogénica, causa uma resposta febril na cl@dee tem mais alta propensédo a
desenvolver resisténcia a droga. Além disso, esia mduz uma resposta imune tipo Th2 no
hospedeiro apés a infecgdo permitindo assim a @sego para a doencga ativa. Isto difere dos
principios genéticos do grupo 2, cepa CDC1551 ahigduz uma forte resposta Thl e menor
progressédo para doenca. VAarios estudos mostramegas dé/. tuberculosigém diferentes
razdes de crescimento e induzem diferentes tipossp®sta imune do hospedeiro (Tsenova e
cols., 2005, Janulionis e cols., 2005).

Um maior entendimento dos diferentes padrdoes déugém de citocinas induzidas por

diferentes cepas e como isto se traduz em virdéajidara a identificagdo do evasivo
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correlato de protecdo que € necessario para aag&aliclinica do candidato a vacina mais

promissor.

2.2.2 O ambiente

A tuberculose humana tem sido considerada comodgeaca complexa com um forte
componente genético. Além da contribuicdo de fatagenéticos para suscetibilidade a
doenca, sabe-se que fatores ambientais tambemnitgensum importante aspecto envolvido
na suscetibilidade. Intensa exposicdo, saude i@delai) ma nutricdo, outros organismos
infecciosos, hormonios (hormdnios esterdides)esstsocial e abuso de substancias (como
tabaco e alcool) sdo considerados como importdateses de risco para o desenvolvimento
da tuberculose.

Em um estudo de associacdo entre fumo e infeccBduperculose realizado por den
Boon e cols. 2005, em Cape Town, Africa do Sul, woichade com alta incidéncia de
tuberculose, os autores concluem que as razGesopawmento do risco de infecgcdo nos
fumantes nao esté clara, mas pode ser explicada efditos do fumo na defesa pulmonar do
hospedeiro.

A associacdo da tuberculose com a pobreza e cargeguente com ma nutricdo e
desequilibrio de nutrientes € muito importante asocde doencas infecciosas. Varios estudos
tém mostrado que o lipideo Omega-6, acido aragiddphem como seis outros lipideos pro-
inflamatdrios poderiam estimular a montagem denaab fagossomo, fusdo com lisossomo e
um significante aumento na morte do patégeno. Entraste, a adicdo do lipideo Omega-3,
especialmente acido eicosapentandico, suprime dgagem de actina do fagossomo e induz
um significante aumento no crescimento da micobiacpatogénicaNltb e M. aviun) em
macroéfagos (Anes e cols., 2003). A habilidade deBpileos de aumentar o crescimento do

patdgeno foi também mostrada em ratos e cobaias Mauberculosise Salmonela (Paul,
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1997, Chang, 1992). Possivelmente a manipulacéeétidee de Omega-6 e outros lipideos
pro-inflamatdrios podem ajudar a restringir o ciegnto do patdégeno dentro do macréfago
fagossomo. Kris-Etherton e cols., 2002, mostraram reodelo animal, que intervencao
dietética até mesmo em curto prazo pode ter efaii@@naticos no processo acima
mencionado.

A influéncia do género na suscetibilidade a tudesainunca foi muito bem explicada.
No mundo inteiro, nota-se claramente uma mesmé& e na incidéncia de acordo com o
género. Na infancia, nenhuma diferenca signifieai\notada, porém, durante a adolescéncia,
0 género feminino apresenta uma taxa inicialmerdés ralta de tuberculose, enquanto na
maioridade, ocorre uma inversao, com maior numereasos sendo encontrado no género
masculino. Acredita-se que esta diferenca na nu@ide pode ser atribuida a diferencas
comportamentais e culturais, mas outros fatoreserpodambém ter importancia neste
contexto. Roberts e cols., 2005, mostraram queeten@ncia no consumo de alimento em
pacientes hospitalizados € diferente entre homemsukeres. Adicionalmente, sabe-se
também que horménios esterdides, tal como DHEAydlelpiandrosterone), aparentemente
influenciam o curso da doencga, especificamente amentracbes mais altas exacerbando a
patologia (Rook e cols., 1997).

Segundo Eide e cols., 2005, os micronutrientes, ¢camo o ferro em concentracdes
aumentadas e baixos niveis de algumas vitamin&s@antes também representam fatores
de risco para o desenvolvimento de tuberculosa.abwefeito global destes micronutrientes é
critico (Eide e cols., 2005).

Aparentemente existe uma grande correlacdo entree$aambientais e fatores genéticos
de risco para a tuberculose. E possivel que fatiresiscetibilidade genética detectados num
estudo, mas ndo em outro sejam falsos positivostudo, € também possivel que a

dificuldade na reproducéo dos resultados provessetid andlise de fatores genéticos de risco
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seja simplesmente devido a deficiéncia no ententtionga patogénese da doenca e a funcéo
desempenhada pela interacdo gene-ambiente. Porladtr, parece igualmente provavel que
certas vias de respostas fundamentais do hospeei@io diretamente sob o fendtipo da
doenca. Defeitos genéticos em tais vias provavdbnerdo sdo afetados por fatores
ambientais outros que néo seja a exposicad.daberculosis

Assim como resultado desta interacdo gene-ambienjee podemos verificar € que ha
fortes fatores genéticos de risco que agem indgmechente da modulacdo de fatores
ambientais, outros sdo evidenciados somente ncextontla interacdo gene-ambiente e

possivelmente havera exemplos em que o ambienta @nalquer limite genético existente.

2.2.3 O hospedeiro

Embora a importancia dos fatores ambientais naetbsilade a tuberculose seja
confirmada, varios estudé8m demonstrado que os fatores genéticos de i@&raiada mais
importantes na determinacéo do desfecho apés@&&dgSoborg e cols., 2007).

Crescentes evidéncias tém demonstrado a importéosidatores genéticos na resposta
humana a patdgenos infecciosos. Véarias sdo asaj®mrsl utilizadas para a identificacdo de
genes candidatos ligados a suscetibilidade humattercas infecciosas, dentre os quais: i)
andlise comparativa de regides do genoma humanoddenentes regides conservadas do
genoma murino, sabidamente envolvidas com susaddithe a doencas; ii) investigacao do
genoma total usando multicaso de familias parartéigh¢cdo genética entre suscetibilidade e
marcadores microssatélites informativos, distribaidiniformemente pelo genoma e iii)
exploracdo do conhecimento prévio das principaioutas envolvidas no desenvolvimento

da resposta inata e adquiridas (Naik, 2006).

2.2.3.1 Identificacao de genes de suscetibilidadéuberculose

Andlise Molecular da regido promotora dos genescqgdédicam para IFNg TNF-a e SLC11A1 (NRAMP1) na Tuberculose
MARCIA QUINHONES PIRES LOPES



Revisao da Literatura25

A suscetibilidade genética a tuberculose é umactmiatica multifatorial. Nenhuma
estratégia simples € capaz de identificar todogengs potencialmente envolvidos devido a
limitacbes nos desenhos de estudo. Contudo, estleldigacdo no genoma total humano
podem ser usados para identificar regides genéngoas contenham loci associados a
suscetibilidade. Familias com pares de irmaos {@®damilias com numeros relativamente
pequenos de pessoas afetadas) sdo usualmente orsmlid para estudos de
transmissibilidade. Uma familia com par de irmaegéela em que dois irmaos séo afetados
pela doenca de interesse. Neste tipo de estudas &#b incluidos na varredura do genoma
independente dos parentes estarem afetados petgaddesta investigacdo sistematica e
compreensiva deveria teoricamente detectar algeos|Igendmico o qual exergca um maior
efeito de risco de doenca em grandes populacodisrfBe 2006). Contudo, esta abordagem
nao tem a forca para detectar loci génicos capezesnferir somente um efeito moderado no
risco da doenca em grandes populagdes, pois umraumeito grande de familias seria
necessario para identificar este efeito por ligg€ésch e cols., 1996).

Normalmente, a varredura de genoma é a primeipaeta procura de um gene candidato
a suscetibilidade a doencas multifatoriais. Deplaisietec¢do da ligagdo é necessario tentar
localizar o gene de interesse mais precisamentndthpara o desequilibrio de ligacdo. Um
mapa fisico da regido contendo o suposto gene @uid® ser elaborado e a procura por um
gene candidato em potencial iniciada. Esta esteafégusada com sucesso para identificar o
gene murincirample o gene humandRAMP1(Malo e cols., 1993, Schurr e cols., 1990,
Schurr e cols., 1989, Gros, 1981). A primeira \dura de genoma e procura de genes
candidatos a suscetibilidade em tuberculose formmluzidos em duas amostras de pares de
irmaAos afetados provenientes da Gambia e da AftwaSul, no qual, marcadores nos
cromossomos 15q11-q13 e Xg26 mostraram evidénogestvas de ligagdo a tuberculose

(Bellamy e cols., 2000). Em recente varredura doga com 0 mesmo objetivo conduzido
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no Brasil, um grupamento de genes de suscetibdidaduberculose foi identificado no
cromossomo 17gl11. 2 (Jamieson e cols., 2004) ind@caa presenca de quatro genes
candidatos, NOS2A (nitric oxide synthase gene), T&{CC chemokine ligand-18), CCL4
(CC chemokine ligand-4) e STAT5B (Signal transdumed activator of transcription 5), os
quais aparentemente devem contribuir para estaaets ligacdo. Espera-se, no entanto, que
outros loci identificados por outras varreduras gmoma murino e humano também
conduzam a identificacdo de outros genes envolvidaiscetibilidade a tuberculose.

A identificacdo de genes que contribuam para deecgaiplexas é o maior desafio da era
pos-gendmica. A complexidade genética das variasgs poligénicas requer o estudo de
centenas e milhares de marcadores genéticos atadorprogresso neste campo tem gerado
um substancial debate cientifico em relacdo asatégins Otimas para localizacdo e
identificacdo de genes envolvidos nestas desordemsanas complexas. (Pritchard e cols.,
2002, Wright e cols., 2001, Reich e cols., 200Twilkger e cols., 1998). Como resultado,
observa-se que possivelmente dentre os multiplasesgeenvolvidos nestes fendtipos
complexos, a maioria tem um efeito relativamengedr enquanto interagindo fortemente
com outros genes e fatores ambientais (Zondervalse, 2004). Portanto, estes fatores
essencialmente impedem o uso de andlise de ligagg@osucesso depende de um efeito mais
forte e poucos fatores confundidores para elucaagicomponentes genéticos de fenotipos
de doengas comuns.

Os estudos de associagdo, nos quais a frequéébica alo locus polimorfico € comparada
entre uma populagédo afetada e uma sadia (cons@begonsiderados como a ferramenta mais
eficaz para estudar caracteristicas complexas aeodmaior poder estatistico para detectar
genes com pouco efeito (Martin e cols., 2000, Lergpls.,1999). A simples comparacéo da
frequéncia de SNPs em casos e controles ndo nedaine, j4 permite a detec¢do de genes que

estdo em desequilibrio de ligacdo (LD) com um dateado SNP. Dependendo de sua
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posicdo no gene de estudo, pode desempenhar ounmg@pel funcional na regulacéo da
expressao génica e ha mudanca da estrutura owfdacproteina, contribuindo diretamente
para a variacao do fenatipo.

Com a progressiva melhoria dos métodos para aifidagéo de SNPs, tal como o
sequenciamento (padréo ouro), podemos agora av@dias as variagcdes genéticas possiveis
nas regides codificante e regulatéria de cada denateresse individualmente para estudos
de associacdo direta. Até entdo, estudos de ag3odireta sdo limitados a analise do SNP
candidato, onde a associacdo entre a suposta teamamcional e riscos de doenca séo
testados (Suh e cols., 2005).

Os SNPs funcionais podem ser caracterizados confes Sidificantes (CSNPs), que
mudam aminoacidos ou SNPs regulatérios, que modalarpresséo ou “splicing” do gene.
A identificacdo de mais de mil e setecentos gengsl@dos com doencas humanas e com
multiplas mutacdes ligadas a suscetibilidade, deras duas Ultimas décadas provéem
evidéncias de que a maioria das doencas é inflagagior fatores genéticos (Stenson e cols.,
2003). Assim, um importante fator a ser levado ewnsieracdo para os estudos de
associagao de genes candidatos com suscetibiédddencas é a definicdo das moléculas que
estdo funcionalmente implicadas (possuem conhduitizio bioldgica) com a doenga a ser
estudada.

A tuberculose € uma doenca infecciosa com um aregpectro de formas clinicas e
varios estudos relativos a associacdo de fatoneétiges com a ocorréncia da doenga tém
sido reportados com genes candidatos tais cBb@11A1(NRAMPY, HLA, VDR e varios
genes de citocinas.

Muitos dos genes que controlam a suscetibilida@sisténcia a doencas infecciosas estao
localizados na regido dos antigenos leucocitariosamos (HLA). Estudos de associacdo

entre HLA e TB pulmonar ja foram realizados em réifées populacdes com resultados que
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demonstraram também a importancia da etnia naic&dindo marcador envolvido. Em
indianos, por exemplo, os alelos HLA-DRB1*1501 e BI®0502 foram significativamente
mais freqlentes em pacientes com TB pulmonar queaTtioles saudaveis em (Meyer e
cols., 1998, Ravikumar e cols., 1999). Ja na pgaolaietnamita, o alelo HLA-DQB1*0503
foi associado com suscetibilidade a tuberculoseldf@ld e cols., 1998). A grande
variabilidade genética humana evidenciada entrelpgpes de diferentes etnias deixa claro a
importancia deste fator na reprodutibilidade dasiltados provenientes deste tipo de estudo,
por isto, para a determinacdo dos fatores envaviom a doenca, € importante que 0s
estudos sejam conduzidos separadamente dentrodde pogulacdo pois € perfeitamente
possivel que um determinado SNP, por exemplo,aestejolvido com suscetibilidade a um
determinado desfecho relativo a uma doenca em wmalgzdo e ndo em outra. De qualquer
forma, muitos destes estudos tém indicado genesejue sao importantes na patogénese de

varias doencas (van Helden, 2006).

2.2.3.2 Estado da arte dos genes avaliados nestieids
NRAMP1 ou SLC11Al

A proteina de macrofago associada a resisténaimah&RAMP1 é uma proteina integral
de membrana, expressa somente no lisossomo de fagugdée mondcitos. Depois da
fagocitose da bactéria, NRAMP1 é dirigida para anbrana do fagossomo contendo a
bactéria, onde deve modificar o ambiente para ragetaplicacdo da bactéria, agindo como
uma bomba de cation divalente a qual poderia remfeved ou outros cations divalentes do
fagossomo (Blackwell e cols., 2000).

O gene homélogo humano dérampl foi originalmente designaddlRAMP1 sendo
posteriormente renomeado const.C11A1(Solute carrier family 11 member 1) e esta

localizado no cromossomo 2g35. Contém 15 exonshdigios em um fragmento de DNA de
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12 Kb e codifica uma proteina de 550 aminoacidosli€€ e cols., 1994). Varios
polimorfismos tém sido identificados no gene humaiRAMP 1le avaliados em estudos de
ligacdo e associacdo com suscetibilidade a tulmsewdm populacbes humanas. O primeiro
estudo para demonstrar uma associacao entre silstadie a tuberculose MRAMP 1foi um
estudo do tipo caso controle na populacdo de Ganikéste da Africa, no qual quatro
diferentes polimorfismos, 5(CA)n, INT4, D543N e ¥R foram significativamente
associados com a suscetibilidade a ocorréncia lerdulose ativa. Individuos que foram
heterozigotos para ambos os alelos INT4 e 3'UTRavesh particularmente bem
representados naqueles com tuberculose o que darelum aumento de 4 vezes o risco de
tuberculose comparado com os controles etnicanagrigpados. Os autores concluem que
estes polimorfismos ddRAMP1s&o fatores de risco para a TB no Oeste da AfBetlamy

e cols., 1998). Em um segundo trabalho, avaliangwlonorfismo INT4, o mesmo grupo
mostrou num estudo baseado em familia com uma agwl de Guiné-Conakry uma
associacgao significativa com suscetibilidade p&gdervino e cols., 2000). O polimorfismo
em 3'UTR do gendNRAMP1foi ainda associado a ocorréncia de TB na populagé®ana
(OR 1.85; Cl 95%) (Ryu e cols., 2000) e o polimsrfo 5’ (CA)n no Japéo (OR, 2.07) (Gao e
cols., 2000). Em contraste, em um grande estudeadasem familias brasileiras nenhum dos
polimorfismos descritos no I6ciRAMP1foi associado com suscetibilidade a TB (Shaw e
cols., 1997).

A variante alélica de 3'UTR, associada a suscetdde na tuberculose em algumas
populagcdes € muito incomum em caucasianos, ma rfrefjiiente na Coréia e Oeste da
Africa. Estas observacbes devem explicar em pameue africanos americanos e coreanos
tem maior suscetibilidade a tuberculose que osasamos (Ryu e cols., 2000).

O polimorfismo 5’'CA é uma repeticdo complexa (Blaek e cols., 1995), a qual teve o

seu papel funcional definido na regulacéo da espregénica d&IRAMP1(SLC11A) em
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um sistema reporter de luciferase (Searle e cb®99). Ha4 quatro variantes neste sitio: os
alelos 1 e 4, que sao raros (frequéncias de <0.8043 alelos 2 e 3, que ocorrem em
frequéncias de aproximadamente 25% e 75% respewiva. O alelo 3 regula positivamente
a expressao génica em niveis altos quando comgcato 0s outros alelos e a estimulacao
com lipopolissacarideos (LPS), aumenta ainda maispeessdo dBIRAMP1 Este alelo foi
associado com resisténcia a tuberculose em Afreceno alelo 2, com atividade promotora
mais baixa, foi associado com suscetibilidade é®eyl e cols., 1998). Em 2002, um estudo
caso controle conduzido por Awomoyi e colaboradogegopulacdo da Gambia, reproduziu
associacao do alelo 2 no promotor de NRAMP1 e sibdméade a tuberculose.

Em outro estudo de associacdo de polimorfismos emme iRAMP1 na populacdo
japonesa realizado por Abe e cols., 2003, nenhussocacdo foi encontrada com
suscetibilidade, porém, o alelo A do polimorfismb4BN, por andlise de regressao logistica
com ajuste para sexo, idade e presenca de dialfeiesignificativamente associado ao
desenvolvimento de leséo cavitaria.

Em 2005, Zhang e colaboradores, examinando a mbss$sociacdo das variantes de
INT4 e D543N, com formas graves de tuberculose poan verificaram que o0s
polimorfismos existentes nestes dois loci estavagnifativamente associados com as
formas graves de tuberculose pulmonar e tubercutaséaria, porém, as variantes nao
estavam associadas com infec¢céo pulmonaMpduberculosigper se 0 que sugere que estas
variantes dedNRAMP1poderiam ter um efeito no crescimento do bacilooedasfecho de
tuberculose pulmonar, mas nao na suscetibilidageecao (Zhang e cols., 2005).

Em 2006, Li e colaboradores em uma meta analise sabestudos de associacdo entre as
variantes alélicas ddRAMP1e suscetibilidade a TB, mostraram que as varialéisas dos
guatro principais polimorfismos (3'UTR, D543N, INB45’[GT]n) foram as mais estudadas,

com resultados que variaram substancialmente difigentes populagdes. As variantes dos

Andlise Molecular da regido promotora dos genescqgdédicam para IFNg TNF-a e SLC11A1 (NRAMP1) na Tuberculose
MARCIA QUINHONES PIRES LOPES



Revisao da Literatura31

polimorfismos 3'UTR ou D543N, por exemplo, forans@asiadas com suscetibilidade a TB
em pacientes da Gambia, China, Japdo e Coréianfasaqueles da india, Camboja, Malui,
Guiné e Taiwan. Segundo os autores, varias podes@nas explicacdes para tal, dentre as
quais: i) tamanho amostral; ii) viés de seleca@ioda; iii) diversidade da populacdo. Nesta
meta-analise, 17 estudos entre 1998 a 2004 foraahadws. Trés foram excluidos por
estarem em desequilibrio para Hardy-Weinberg esiddes caso-controle foram escolhidos,
envolvendo um total de 2460 casos e 3227 contrdiesibuidos em diferentes grupos
geograficos, com 49% de casos de descendentesadsc 41,7% de Asiaticos e 9,3% de
Europeus de modo a ajustar o “background” étnicmacdatores confundidores. Apos a
avaliacao final, ficou demonstrado que as variadtespolimorfismos em 3'UTR, D543N e
5(GT)n tem uma associacdo com a ocorréncia dadulmse pulmonar na populacdo como
um todo. Com (ORs 1.33, 1.67 e 1.32), corresporm@ndm risco relativo de 1.27, 1.61 e
1.25, respectivamente, ou seja, pessoas com afenoss comum nos trés loci tiveram um
risco mais alto (27%, 61% e 25%) de desenvolveertblose pulmonar que aqueles que
possuiam os alelos selvagens. Na populacdo Asidticeipalmente nos descendentes do
Leste Asiatico, as variantes nos trés loci acimscri®s foram associadas com um risco
aumentado de suscetibilidade a TB de 39%, 59% e 6&8pectivamente. Nenhum dos trés
polimorfismos descritos acima erNRAMP1 apresentou associagdo significativa com
suscetibilidade a TB na populacdo de origem Eusop$o entanto, exceto para a variante
3'UTR, os mesmos estdo associados com este desiachopulacdo Africana. Uma andlise
combinada de estudos com o variante INT4 ndo demaocaissociacao global significante com
TB em sujeitos de origem Asiatica e Européia. Résdo) alelos menos comum nos quatro
loci mostraram geralmente conferir um aumento deoride tuberculose pulmonar nos
portadores da populacdo Africana e Asiatica, oppge explicar em parte por que Africanos

e Asiaticos tém maior suscetibilidade a TB que bgude descendéncia Européia.
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O resultado de alguns estudos baseados em famificapavaliacdo de possivel associacao
entre variantes dBIRAMP1com suscetibilidade a TB também s&o conflitanteserm, os
estudos de associacdo baseado em gene candidaterpanais apropriados para avaliacdo
de suscetibilidade a doencas humanas complexas tob@aulose (Spielman e cols., 1996).

Li e cols., 2006, também exploraram o potenciahdterogeneidade entre os estudos.
Etnicidade, tamanho amostral e média de idade d@dm®scforam empregados como
caracteristicas para avaliacdo de heterogeneiBadeestudos com os trés loci (3’UTR, INT4
e 5(GT)n) que tiveram ou mostraram uma tendéneidheterogeneidade entre os diversos
estudos, etnicidade e tamanho amostral, mostraram associacdo estatisticamente
significativa, assim como a média de idade dossaee estudos com INT4 e 5’(GT)n.

Uma complexa interacéo entre fatores genéticoodpdueiro e outros fatores, bem como
fatores ambientais, refletem a dificuldade parapmamacdo entre diferentes estudos. Apesar
desta dificuldade, a associacao das variantes gdigas 5'(CA)n com TB nas populacdes de
Géambia, Dinamarca e Estados Unidos (Bellamy e ¢8188, Soborg e cols., 2002, Ma 2002)

foi determinada.

Interferon-y (IFN-y)

A complexidade dos mecanismos imunes necessarics patecdo do hospedeiro
humano a infecgcdo peldycobacterium tuberculosisainda n&o s&o completamente
entendidos. Contudo, varios estudos envolvendo loedaimais de infecgdo tém implicado
células T como um essencial componente da respposte aoMycobacterium tuberculosis.
A citocina Interferon — gama (IFN; produzida principalmente por células T e céliN&s
tem se mostrado um importante mediador da ativafgiomacréfagos no controle de
patdégenos intracelulares. Em estudo conduzido pymnFe colaboradores em 1993, a

importancia do IFN¢ na resisténcia a infeccéo pdr tuberculosidoi testada utilizando ratos
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“knockout” para IFNy. Ratos homozigotos knockout para o gene JHNterrompido ¢ko)
nao produziram IFN; mas eram saudaveis na auséncia do patdgeno epnégentavam
alteracbes na populacdo de células do baco ou @ootudo, a ativacdo de macrofagos
vitro destes ratoggko foi grandemente reduzida quando da estimulac&goMobovisBCG
levando os mesmos a morte. O IFNé uma citocina multifuncional, essencial no
desenvolvimento de células Thl e na resposta cepaea uma variedade de patdgenos
incluindo HIV-1. Tem sido demonstrado que defe#aos genes que afetam o IRNnediado
pela resposta imune Thl conferem suscetibilidadeéerculose (Picard e cols., 2002).

O genelFN-y humano esta localizado proximo aos microssatétEaS335 e D12S313
no cromossomo 12q15 (Gray&Goeddel,1982, Bureause,£895), possui aproximadamente
5.4kb e contém quatro exons que codifica uma prateie 166 aminoacidos. Como ja
observado para outras citocinas, a regido codificdalFN-y € muito conservada e até hoje
nenhum polimorfismo foi registrado.

A regido regulatéria principal dentro do promotor genelFN-y foi identificada através
de estudos de analise de delecao envolvendo unda @tamente conservada entre a posi¢ao
-100 a -30 e contém duas sub-regides que podemlexangom proteinas. Em 1986, Penix
e colaboradores demonstraram que no promotor dpste, especificamente entre os
nucleotideos -108 e -40 existem dois elementoslatgios essenciais e conservados, que
conferem ativagéo especifica da expressdo destcut@lem células T e que o mais proximal
seria um importante determinante da limitagdo deesgpressédo. O elemento proximal é um
sitio composto que liga os membros do CREB/AT@iating ranscription_éctor) e AP-1
(activator protein) entre outros fatores de transcrigdo. Adiaimente, demonstraram também
que a metilagdo do dinocleotideo central CpG delsteento diminui a ligagédo de fatores de

transcri¢do, diminuindo a expressadlel-y pelas células T, sugerindo assim que o elemento

Andlise Molecular da regido promotora dos genescqgdédicam para IFNg TNF-a e SLC11A1 (NRAMP1) na Tuberculose
MARCIA QUINHONES PIRES LOPES



Revisado da Literatura34

proximal no promotor do gene dEN-y, desempenha uma importante funcdo na expressao
seletiva desta citocina pelas células T.

Funcionalmente, loci polimérficos nos promotoreso@ger e cols., 1997, Song e cols.
1996) e introns (em algumas citocinas) (Bailly &s¢d996) tém sido associados a regulacéao
da expressao génica. No genelldd-y humano, por exemplo, foi mostrado que o intron 1
contém um proeminente sitio de DNAse I, hipersatsia ativacdo da transcricdo do mesmo
(Hardy e cols., 1985, 1987), além de um elementenomlizador que liga proteinas KB~
(Sica e cols., 1992) e sitios de ligacédo de traosesl de sinal e ativadores de transcricdo
(STAT) (Xu e cols., 1996).

Poucas sao as variacdes na regido promotora dodgdéRN-y descritas na literatura com
potencial para afetar sua expressdo. Contudo, pdismos de base Unica nesta regido tém
mostrado papel funcional, afetando a ligacdo dardatenvolvidos na transcricdo (Bailly e
cols., 1993, Penix e cols., 1993, 1996). Outrognpwfismos como o microssatélite (CA)n,
presente no intron 1 do gene foi descrito por Rimnares e cols. em 1993. Estudos
subsequentes, realizados por Awata e cols., 1984diotPe cols., 1997, mostraram a
caracteristica polimorfica desta variagdo genéticgerindo a presenca de seis diferentes
alelos, os quais se diferenciavam somente pelo miohe repeticdes CA, sendo o alelo 1
correspondente a 11 repeticbes, o alelo 2 comelgmbe a 12 repeticdes e os alelos 3-6
correspondentes de 13 a 16 repeticOes (Awatase ¢8194; Pociot e cols., 199Ro intron
3, regido 3’ ndo traduzida, trés outros polimorfisnioram documentados por Bream e cols.
em 2000.

Na tentativa de identificar novos polimorfismos gene ddFN-y, os autores analisaram
amostras de DNA gendmico de uma coorte compos@opieantemente de caucasianos,
paralelamente, testaram ainda a associacdo dossététite (CA) em relacdo a infeccdo com

HIV-1 e progressdo para AIDS. De acordo com aditen, o microssatélite (CA)n ja foi
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associado a diabete Mellitus tipo 1 insulina depet® (Awata, 1994), embora esteja
fracamente correlacionado com a producdo de IFNaganvitro (Pravica e cols., 1999). O
resultado deste estudo demonstrou que a regidonmbxlo promotor do gene d&N-y
humano apresentou-se muito conservada na popuktdicsada, pois nenhuma variante
alélica foi identificada em mais de 100 amostrasatéas HIV+ e HIV-. Contudo, quatro
SNPs em introns [(intron 1 = +1480 poly-T; intror= 32118(A/G); +2326(T/C) e
+3812(G/A)] e uma na regido 3'UTR [+4766 (C/T)]dar encontradas.

O dinucleotideo (CA)n foi ainda associado com dilstidade e gravidade a artrite
reumatoéide na populacdo Canadense (Khani-Hanjwise 2000) e em individuos Britanicos
saudaveis, o alelo 2 foi associado com produc&mdeentracdes mais altas de IFN-gama
vitro (Pravica, 1999). Em 2000, Pravica e cols. relataagresenca de uma mutacdo de base
anica (SNP) correspondente a uma substituicAd® ha extremidade 5' do microssatélite CA
(+874 T/A) e adicionalmente mostraram uma rela¢@olata entre a presenca do alelo T e o
alelo 2 (alto produtor de IRl Este SNP (T/A) localiza-se em um sitio de l&@@ado fator de
transcricdo NFkB (Heinmeyer e cols., 1998), sugkriassim, uma atividade funcional na
transcricdo do gene de I portanto, com uma associacéo direta com a péodigs niveis
de IFNy associado com o microssatélite CA.

Em 2002, Bream e colaboradores identificaram um &iX#na regidao promotora ¢eN-

y, ha posicao -333 consistindo da uma substituicdg @rém, seu papel funcional nédo foi

investigado. Na ocasido o grupo descreveu ainds mmaiSNP na regido promotora, posicao -
179 G/T, com possivel influéncia no dominio de ¢&@ma AP-1 e outro na posi¢cao +445 no
primeiro intron consistindo de uma transicao dea@ . (Bream e cols., 2002). No mesmo
ano mais dois novos polimorfismos foram identifesa regido promotora, respectivamente
nas posicoes -183 (transicdo de G para T) e nggmwsi55 (transicdo de A para G). Com

relacdo ao papel funcional, aparentemente o pdiisnoo -183(G/T), resulta na mesma
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funcao bioldgica do polimorfismo -179 (G/T) deszrior Bream e cols., 2002, alterando o
dominio de ligacdo AP-1 e a regulacao da transzrig@ o polimorfismo -155(A/G), devido a
sua localizacao proximo ao sitio nuclear do fatativacao de células T (sitio NFAT) (-168
TAAAGGAAA-160), parece afetar a estabilidade destido (Chevillard e cols.., 2002).

Pouco tem sido publicado de estudos de associaté@omlimorfismos no gené&N-y e
suscetibilidade a tuberculose. Lopez-Maderuelo32@ktou a hipétese de que uma producéo
mais baixa de IFN-gama, IL-10 ou ambas determingeteeticamente poderia influenciar
suscetibilidade ou gravidade na tuberculose pulmadaestudo foi conduzido em pacientes
brancos com doenca ativa, contatos saudaveis tlipergositiva e tuberculina negativa e
sujeitos controles ndo expostos, para determinamflaéncia desses polimorfismos na
suscetibilidade e expressdo da doenca e acessamalgignificancia funcional pela
correlacécex vivoda producdo de IFN-gama e IL-10 com os gendtipbky e IL-10. Este
estudo revelou que o polimorfismid-N-y (+874) € significantemente associado com
tuberculose pulmonar; prové evidéncias que esiepdismo influencia a producéo de IFN-
gama com inducdo de PPBurified Protein Derivative em pacientes, contatos saudaveis e
sujeitos normais ndo expostos. Uma associacée enpolimorfismolFN-y (+874) T/A e
tuberculose foi publicado em amostras de 45 paseSicilianos afetados por tuberculose
(Lio, 2002), contudo, a significancia funcionalassociacao nao foi explorada.

Um outro estudo de associacdo dos géRNsy e IL-10 com tuberculose foi investigada
por Tso et al., 2005, em 385 pacientes com TB dtil&-) e 451 controles na populagéo
Chinesa em Hong Kong. Os resultados mostraram ngigiduos portadores do gendétipo
+874(A/A) tinham um aumento de 3.79 vezes de rigcdesenvolverem tuberculose e o alelo
2 estava absolutamente ligado ao +874A nesta pgimuleomo previamente publicado na

populacao Britanica (Pravica, 2000). O resultadaskociacdo de polimorfismos no gene de
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IL-10 com TB foi inconsistente e deve refletir variac@hsicas especificas, ou sugerem a
possibilidade que elementos mais distais no pronsestiejam envolvidos (Gibson, 2001).

Associacao positiva did-N-y (+874) com TB foi registrada primeiro nos Sicitan(Lio,
2002), depois nos Espanhois (Lopez-Maderuelo, 280®)s Sul Africanos (Rossouw, 2003).
A frequéncia de risco A/A na populacio Chinesa7@,foi menor que a da Africa do Sul
(47%), mas mais alta que na Sicilia (26%) e Esp§d®%). Também, a freqiiéncia do alelo
de protecdo 12 CA na populacdo Chinesa (33,3%néwmior que da Caucasiana (35%), mas
mais alta que a de Americanos Africanos (26%) (R66,1).

Vidyarani et al. (2006) avaliou a associacao danpwfismos na regido intrénica do gene
IFN-y (+874A) e regido promotora do getlied (-590T) para estudar a influéncia desses
polimorfismos na suscetibilidade a tuberculose oraufacédo Sul Indiana. Os gendtipos foram
em seguida associados com o0s niveis deylRNiL-4 produzido espontaneamente e em
estimulacdo com antigemovitro para acessar a influéncia desses polimorfismgsoducao
de citocinas. O estudo sugeriu uma falta de asg@mifuncional do polimorfism®FN-y
(+874A) com tuberculose na populacdo Sul Indiana.

Finalmente, em 2007, Amim e cols, no primeiro estdd associacdo deste polimorfismo
com tuberculose no Brasil, demonstraram que o al@l@glA foi significantemente associado
com tuberculose e que carreadores heterozigotusntir25% mais chance de risco enquanto o
gendtipo homozigoto AA tinham mais de duas vezeseato de risco de tuberculose ativa
(95% CI; 1,16-5,91 @= 0,03). Este estudo concorda com o observado érasopopulacdes
e demonstram que o polimorfismo +874T/A no gHfd- ) estd associado com tuberculose
em diferentes populacdes, apesar da mistura ahgervada na populacéo brasileira.

De acordo com o registro do controle global de redese 2004 da OMS, a razéo de
notificagdo anual por 100 000 na Africa do Sul 8,%hquanto na China é 113 e abaixo de 20

na Espanha. Esta tendéncia da variacdo na razaoid@éncia da tuberculose e freqiiéncia do
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genotipo A/A entre populacdes sugere que as difaseda razéo de incidéncia nas diferentes

populacdes dependem da duracdo da selecdo dorahpasa resisténcia &d. tuberculosis

Tumor necrosis factox (TNF-a)

TNF-o € uma potente citocina inflamatéria pleiotropicaduzida principalmente por
macrofagos e células T (Vassalli, 1992). E sindeiizcomo uma proteina de membrana, que
é clivada para produzir sua forma soltvel de 1BdINF soluvel exerce varias atividades
inflamatorias e imunomodulatorias que sao induzatesvés da ativacdo de macréfagos por
transducao de sinais em dois receptores distiersaglia e cols., 1993) e sdo importantes na
defesa do hospedeiro. E essencial no controle éemgio de patdégenos intracelulares,
estimula o recrutamento de células inflamatérias @aarea da infeccdo e a formacgéao e
manutencdo do granuloma que fisicamente conténfeacdn. Ele media a inflamacéao e
produz imunidade protetora contra infeccbes bautas, parasitarias e virais. A super
expressdo de TNF tem sido implicada na patogénesédas condi¢des incluindo artrite
reumatoide (RA), psoriase, doenca de Chron, sepéecer (Old, 1988, Vassali, 1992).

Recentemente, drogas bloqueadoras de @KiRfliximab, atanercept e adalimumab) tém
sido amplamente utilizadas no tratamento das dsemag¢#oimunes acima relacionadas.
Contudo, complicacdes com infecgbes tém sido ragast com todas as trés drogas
mencionadas, incluindo reativacdo da infeccao tatela tuberculose, que frequentemente
apresenta-se atipicamente na forma disseminadaxtapelmonar (Crum e cols., 2005,
Winthrop, 2006; 2005, Wallis e cols., 2004, Hanmi[t@003). Das vérias citocinas associadas
com a patogénese da tuberculose, incluindo{FNHL-12, acredita-se também que TNF-
seja responsavel pela protecéo contra o desenvaitinda doenca (Rook, 1990).

Os niveis circulantes de TNF sdo regulados ematifes estagios: transcricdo do gene,

controle pés-transcricional da estabilidade do mRbl&vagem da forma de membrana para
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liberar a forma sollvel e expressao de receptdkeiincdo do TNF é mediada pela sua
ligacdo aos receptores de TNF (TNFRs). Ha variosiines da familia de TNFR, porém, o
TNFR1 e o TNFR2 tém sido os mais investigados. RRltem uma afinidade mais alta
para TNF e o liga melhor em concentracoes maisabaifOs sinais atravées de TNFRs
influenciam a proliferacdo de células T e a resppsbinflamatoria (Tartaglia e cols., 1991).

Ambos os receptores TNFR1 e TNFR2 localizam-seuper§icie da célula na forma
soluvel (Heller e cols, 1990), assim adicionandivonivel para regulacdo da funcdo de TNF.
Os TNFRs soluveis neutralizam atividade de TNF gwnpeticdo com ligacdo a receptores
na célula., mas ao mesmo tempo, eles estabilizamolacula de TNF: e previne sua
degradacéo (Aderka e cols., 1992).

Os genes d&NF, linfotoxinao (TNFB) e o gene LTB estédo dentro da regido de classe |l
do HLA humano, regido altamente polimorfica presemd cromossomo humano 6p21. Ha
muitos polimorfismos dentro do grupo do geRdF. Seis microssatélites polimorficos ja
foram descritos. Os cinco primeiroBNF a - ¢ foram originalmente descritos por Udalova e
cols.,(1993). Mais tarde, Tsukamoto e cols.,(138creveu o sexto microssatélite acima do
genelLTB, uma repeticdo dinocleotidica altamente poliméritom dez alelos, presente na
populacao Japonesa.

Associa¢des com doencgas entre 0s cinco microgsatpblimorficos originaisTNF a- e,
tém sido estudadas em vérias populacdd¢k a, b e dsdo marcadores multialélicos
altamente polimorficos, enquantdNFc e TNFe sao bialélicos e trialélicos, respectivamente.
Resultados de diferentes estudos tém demonstraodesequilibrio de ligagdo entre certos
alelos destes microssatélites e ambos os loci Hasse | e Il em humanos (Hajeer e cols.,
2000).

Varios polimorfismos de base Unica (SNPs) dentrgelte TNF j4 foram descritos. Até

agora 621 SNPs estdo cadastrados nos bancos de dmdoNational Center for
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Biotechnology Information) NCBI, sendo mais de EOregido promotora, incluindo (relativo
ao sitio de inicio da transcricdo): -1196(C/T); 28(G/C); -1031 (T/C); -863 (C/A); -
857(C/A); -851(CIT); -575(A/G); -419(G/C); -376(GYA308(G/A); -244(GIA); -238 (G/A);
-162 (G/A) e -49 (G/A) (Baena e cols., 2002, Negerools., 1999, Higuchi e cols., 1998),
embora os presentes nas posicoes -419; -162 e} saros em caucasianos (Mira e cols.,
1999). Consequentemente, a regido 5 do gaéwE-w é altamente polimorfica. Existe ainda
uma insercdo de uma citosina na posi¢cao +70 noeponexon (D’Alfonso e cols., 1996),
uma substituicdo de G/A na posicédo +488 no primairon (D’Alfonso e cols., 1996) e uma
delecdo de uma guanidina na posi¢cao +691 no ponrgiton do gend NF« (Azmy e cols.,
1999).

Variacdes entre individuos no nivel de TiWREém sido atribuidas a polimorfismos no
promotor do gendNF-« e seus haplétipos correspondentes estendidos e (Hahler,
1998, Jaber e cols., 2004, Heesen e cols., 2004).

Os efeitos dos SNPs presentes na regido promaworaglacdo a ligacédo de fatores de
transcricdo, n&o estédo totalmente elucidados. O SHNB G/A tem sido o mais estudado,
contudo, seu papel funcional é controverso. Apareahte, 0os niveis de TNF-circulantes
podem estar sob um processo regulatério multitatori

Em infec¢des parasitarias, o alelo -308*A foi agsb@ com um aumento de quatro vezes
do risco para desenvolvimento de malaria cerebda gete vezes para o desenvolvimento de
sérias consequéncias neurolégicas (McGuire e d®84). Risco similar, mas independente,
para o desenvolvimento de maléaria cerebral foi tamdemonstrado para o alelo -376*G em
individuos de Gambia e Quénia infectados com naa(&ubota e cols., 1998).

Varios estudos tém investigado a associagdo elgiesadeTNF e infec¢bes virais. O
alelo -238*A foi associado a infec¢do crbnica convimus hepatite B (HBV). Nenhum

resultado similar foi encontrado para o polimoriis808 (Hohler, 1998). Recentes estudos
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tém mostrado que varias citocinas imunoregulatd@scomo IFNy e TNFa inibem a
replicacdo do HBV pelo processo nao-citolitico. @06, Cheong e cols., avaliaram a
possivel associacdo dos SNPs -238 e -308 na pépulagreana e embora esses SNPs nao
estivessem associados com persisténcia de HBV nalises multivariadas, analises
haplotipicas revelaram que hapldtipos homozigotes TéF« -308G/-238G estavam
associados com persisténcia do HBV. Esta descobegere a importancia de haplétipos do
promotor deTNF-« na persisténcia do HBV. O polimorfismitdN\F-« -308G/A é relativamente
raro nos Coreanos, podendo existir assim, outar f@nético ligado ao haplotipo -308G/-
238G.

Kim e cols. (2003) reportaram que a presenca do @alF- -308A ou a auséncia do -
863A estava fortemente associada com a resolucéofelecdo com HBV na populagéo
Coreana, mas nenhuma correlacéo foi observada mitneorfismos no promotor dENF-

e progressao da doenca.

Du e cols., (2006) usaram um desenho de estudo-coatmle para explorar se
polimorfismos no promotor do geffdNF-o estariam associados com o desfecho da infeccao
com HBV na populacdo Chinesa. No estudo foram sewds os fatores ambientais e
genéticos influenciando o resultado da infeccdadsaim grupo de sujeitos com recuperacao
espontanea por HBV e um grupo de pacientes comtiteefla Cinco SNPs na regiao
promotora foram avaliados (-238G>A, -308 G>A, -85CT -863 G>A e -1031T>C) e os
resultados mostraram a associacdo do genoétipo @38 persisténcia da infec¢do pelo
HBV, enquanto que o gendtipo -857TT estava sigatifi@amente relacionado a liberagéo
espontanea do HBV. O haplétipo GGCCT (-238/-3087F853/-1031) foi associado com
liberacdo espontanea do HBV, enquanto os haploB®EAT e GGTAT mostraram uma

relacéo clara para persisténcia da infeccao peM.HB
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A expressao de citocinas influenciada pelos SNPsldterminada pela capacidade de
ligacdo dos elementos de ligacdo alelos-especiftars fatorestrans O TNF-u -238
encontra-se em um suposto compartimento regulaf¥rimox) da regido promotora, que se
liga a proteinas regulatdrias de ligacdo de DNAia¢do nestes sitios afeta a atividade do
promotor (D’Alfonso, 1996). O polimorfismo -857 @dbcalizado na sequéncia de ligacao do
“octamer-binding protein” (OCT-1) AGAAGAC. Quando T substitui C, € possivel que a
estabilidade de ligacdo do OCT1 com a sequénci@algho seja afetada resultando na troca
da atividade transcricional (van Heel e cols., 200GRque se conclui € que polimorfismos no
promotor de TNFx estdo independentemente associados com difereiesfechos da
infeccdo por HBV.

Corbett e cols., (2002) em um estudo caso-conaaddiaram a funcdo de SNPs na regido
promotora do gendNF- para determinacdo de suscetibilidade a silicoste Estudo
demonstrou significante associacdo entre os al2RBA e -376A e silicose grave entre esses
mineradores. Os alelos -238A e -376A estdo em dé#wep de ligacdo, de modo que
associagoes nestes loci ndo séo independentesidBpeteitos funcional dos alelos -238G/A
e -376G/A séo desconhecidos mas devem desempeanhduncao na patogénese de doencas
infecciosas.

Em resumo, a presenca do al€F-« -308A tem sido associada com mais alta producao
de TNFea e conseguentemente com aumento de risco paraiangkave, com morte
(McGuire e cols., 1994), leishmaniose mucocutalzdlera e cols., 1995) e com protecéo a
hanseniase (Santos e cols., 2000, Roy e cols.,).194rios estudos tém investigado a
associacao a associacao efitN-a e TB. Nenhuma associagao significante foi encdatra
entre polimorfismos no promotor ddNF-a e TB (Delgado e cols., 2002; Oh, JH e cols.,
2007; Amirzargar e cols., 2004; Henao e cols., 20@6jbaesya e cols., 2007 e Ates e cols.,

2007). Entretanto, varios outros estudos encomtragssociacfes significantes entre
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polimorfismos em TNFx e TB (Oliveira e cols., 2004; Correa e cols., 2@O0Rill e cols.,
1996).

Selvaraj e cols. (2001) estudaram polimorfismos ge®esTNF-« e LTA (Lymphotoxin-

a) e suscetibilidade a tuberculo§&NF-o e LTA ndo foram associados com TB, nfd$F« e
LTA com combinacgéo de haplétipos foram associadostagéo contra tuberculose pulmonar
e reincidéncia bacteriologica. Delgado e cols.0R@studou quatro polimorfismos na regido
promotora défNF-« na populacdo Colombiana, mas ndo houve assocsag@ificante entre
estes marcadores e TB pulmonar. Recentemente,s&iteecols., (2004) fracassou para
encontrar alguma associacao significante entrenpolismos emINF-« e TB em Malui do
Norte.

Vejbaesya e cols., (2007) investigou a associagéo pdlimorfismos nos genes
NRAMP1(SLC1llale TNFe com tuberculose na populacdo Tailandesa. Os aldsa
+488A,; -238A e -308A foram analisados em pacieltaontroles e a comparagédo ente a
freqUéncia genotipica das trés variantes polimgsfindo revelaram diferenca significante
confirmando os resultados de prévios estudos debGjane Coldmbia (Delgado e cols., 2002,
Henao e cols., 2006). Em outro estudo realizadpopalacdo Colombiana, os polimorfismos
TNF-« -238A e -308G foram associados com suscetibilidadeberculose (Correa e cols,
2005), enquanto que na populacao Iraniana, o \ariddF-« -238G foi também associado
com suscetibilidade a tuberculose (Amirzargar &.c@006). A discrepancia entre estudos
deve surgir de diferencas nas frequéncias dossal@bantes entre a populacdo normal. A
frequéncia do aleldNF-o -308A na populacdo controle Colombiana foi mata glue nos
Asiaticos (11% nos Colombianos versus 5,1% nosamdéses e 5,2% nos Cambojanos). No
Brasil, esta frequéncia é de 16%, uma das mais @Rantos et al, 2000). Com relacéo a
freqUéncia da variante -238A, esta foi também raliésnos Colombianos (11% versus 3,4%

nos tailandeses e 2% nos Cambojanos) (Delgadose @002, Correa e cols., 2005) e no
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Brasil esta em torno de 3-5%. Embora alguns esttefdsgam encontrado associacdes entre
polimorfismos no gendNF- e sintese de citocina, evidéncias recentes suggquemos
polimorfismosTNF- -238 e -308 ndo séo funcionais e que futuros estpdra a elucidacéo

deste ponto soam necessarios (Bayley e cols., 2004)
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3. Objetivos

3.1- Objetivo Principal:

 Definir a diversidade genética da regido promotima genes que codificam para
TNF-a, IFN-y e NRAMP1 em diferentes grupos de individuos porasl ou ndo de

tuberculose ativa.

3.2- Objetivos Secundarios:

» Definir as variacbes nas sequéncias da regido aigid dos genes em estudo
através de seqienciamento de 800pb acima do sitioaib¢do de transcri¢ao;

« Disponibilizar haplotipos de alta resolucao dadegegulatoria destes 3 genes;

» Utilizar os hapl6tipos de alta resolugdo encomsaghara avaliar a possivel
associacdo dos mesmos com suscetibilidade a oc@réa TB ativa e infeccdo recente pelo

M. tuberculosis.
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4. PACIENTES E METODOS

4.1- Delineamento do Estudo

Trata-se de um estudo retrospectivo que apresergaldsenhos epidemiolédgicos: a) um
estudo descritivo observacional com a finalidadewdiar a prevaléncia dos SNPs presentes
em parte da regido promotora de 3 diferentes géBleS11al IFN-y e TNF-a) e b) um
estudo de associacao do tipo caso-controle, envidvpacientes com TBP e TBE (casos) e
contatos diretos ndo relacionados consanguineansecen informagcao sobre a resposta ao

Teste Cutaneo da Tuberculina (TST) como controles.

4.2- Periodo de Estudo

O presente estudo teve uma duracao de dois anos

4 .3- Local de Estudo

4.3.1- Fundacao Oswaldo Cruz - Fiocruz/Instituto Osaldo Cruz - IOC/ Laboratério de
Biologia Molecular aplicada a Micobactérias.

Apés a coleta do material clinico realizada nasdashes abaixo relacionadas, estas
amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de @d&Molecular aplicada a Micobactérias
na Fiocruz, situado em Manguinhos, na cidade do drialaneiro. Este laboratério foi o
responsavel por toda a execucéo da parte expeahtprda compreendeu o processamento das
amostras (extracdo de DNA, amplificacdo da reg&anteresse no promotor e purificacao

do fragmento amplificado), bem como tabulacéo désndos dados.
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4.3.1.1- Fundacao Oswaldo Cruz - Fiocruz / IOC / Qpartamento de Biol. Molecular /
Lab. de Genémica Funcional e Bioinformatica.

Neste laboratério foi realizado o sequenciamentdizando a Plataforma de
Sequenciamento do PDTIS - Fiocruz e todo o sup@tparte de bioinformatiqanalise dos

resultados utilizando programas especiais de lmoimdtica, etc.).

4.3.2- Centro Hospitalar Instituto de Doencas do Trax (IDT) e Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do ® de Janeiro (HUCFF-UFRJ).
Situado na llha do Fundao da cidade do Rio de @an®@i IDT-UFRJ e HUCFF-UFRJ
formam o Centro Hospitalar Universitario.
Trata-se de um hospital geral de referéncia pai2SA¢ tuberculose, de atendimento de
nivel terciario, que atende a uma populacdo refeada de varias Unidades de saude. A
clientela desse Hospital se comple basicamente adgenpes referenciados da area

programatica AP 3.1 com cerca de 200 casos/anficads.

4.3.3- Hospital Estadual Santa Maria

Situado na cidade do Rio de Janeiro, na area prddiea AP-40, caracteriza-se por um
hospital de doencas pulmonares com cerca de 83 lgétra 0 atendimento de pacientes com
TB em atividade. Nesta instituicdo os pacientesleoorréncia de suas condi¢des clinicas de
elevada gravidade apresentam um tempo médio deagéo de dois meses e posteriormente
sdo encaminhados para as unidades de salude deayaaggramatica para o término de seu

tratamento antimicrobiano.

Andlise Molecular da regido promotora dos genescqgdédicam para IFNg TNF-a e SLC11A1 (NRAMP1) na Tuberculose
MARCIA QUINHONES PIRES LOPES



o8
’g Metodologia 48

4.4- Critérios de inclusao

Os critérios de incluséo e exclusdo abaixo descfiiam os seguidos originalmente para
a coleta das amostras (pacientes e controlegjad#s num estudo prévio de imunogenética
realizado no laboratério. O presente estudo utlizie forma retrospectiva as mesmas
amostras para uma avaliacdo semelhante, incluswestigando os mesmos genes alvo. As

tnicas modificacdes foram os desfechos avaliadosetodologia utilizada.

4.4.1- Pacientes com tuberculose ativa
Foram incluidos neste estudo, de modo sistemgiamoentes de ambos os géneros, com
idade superior a 18 anos, com apresentacao cliar@da, independente de cor que:
a) Apresentaram cultura positiva para micobactériabseqiente confirmacéo bioquimica
da espécie comid. tuberculosi'em amostras clinicas respiratérias ou néo;

b) Aceitaram participar do estudo e assinarem o tetenconsentimento esclarecido.

4.4.2 Contatos
Foram incluidos no estudo, individuos de ambosfogm@s com idade superior a 18 anos,
independente de cor, que:
a) Nao apresentaram sintomas clinicos compativeisid®mativa,;
b) Foram submetidos a prova tuberculinica (PT) em t@oigos;

c) Aceitaram participar do estudo e assinarem o telenconsentimento esclarecido.

4.5- Critérios de exclusao
Foram excluidos os individuos:
a) Cujos materiais clinicos ndo haviam sido submetidos exames constantes do

protocolo de rotina de investigacao diagnostica;
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b) Cujos materiais clinicos mostraram crescimento dmlpactéria atipica associada ao
Mtb;

c) Os profissionais de salide cujos resultados’ &P ndo foram disponiveis.

4.6- Grupos de estudo
Este estudo compreendeu a analise de amostras Alexiiido de sangue de individuos
pertencentes aos seguintes grupos:
a) Pacientes com TB (pulmonar ou extrapulmonar atimégctados ou nao pelo HIV, com
ou sem gravidade clinica para o estudo descritivo
b) Pacientes com TB (pulmonar ou extrapulmonar ativa), infectados pelo HIV (estudo
de associa¢ao)
c) Contatos sadios, assintomaticos e com informachre soinfeccdo recente ou anterior
pelo bacilo da TB, utilizando a prova tuberculini(RT) segundo as normas do

Programa de Controle de Tuberculose HospitalaHbapitais incluidos.

4.7- Coleta e processamento das amostras clinicas

De cada paciente ou profissional de saude arratadestudo, um volume de 1,5mL de
sangue periférico foi coletado em tubo com vacdnatacontendo EDTA ou tampao citrato
com anticoagulante. Apds homogeneizacdo por ineerséiesmo foi congelado a %Dpara

posterior extragdo do DNA.

4.8- Suporte Financeiro
0 FAPERJ- CNPg- PRONEX/2004
0 FIOCRUZ/PDTIS/Plataforma de seqlenciamento

0 Cornell University (bolsa de mestrado)
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4.9- Metodologia

4.9.1- Extracdo de DNA gendmico

Inicialmente a extracdo de DNA gendmico foi realeza partir do sangue total congelado
através de técnica “in house” (método convencior@fsteriormente, um kit comercial
(FlexiGene DNA Kit) foi testado para verificar o Hmer rendimento em termos de
concentracdo e pureza do DNA a ser utilizado posteente para PCR e seqienciamento. O
meétodo comercial foi escolhido por permitir o isnénto do DNA a partir de volumes muito
pequenos de amostra (10D0), resultar em um material (DNA) com um alto gl pureza,
um bom rendimento (DNA em alta concentracédo), epid baixo custo. Além de néo
utilizacdo de solventes organicos toxicos, a aiji#o deste Kit permite o uso de um unico

tubo para todo o procedimento, reduziu o lixo eimizou o risco de troca de amostra.

4.9.1.1- Método “in House”: purificacdo de DNA genfico a partir de sangue total por
fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1)

Este método consiste da adicdo em tubo eppenddsDdelL de tampédo SEB (10mM
Tris-HCI pH 7,5; 2% SDS; 1mM EDTA e 100mM NaCl) efeinase K para concentracao
final 0,3mg/mL. Neste mesmo tubo é adicionado 10@glLsangue periférico. A solugéo é
misturada em vortex por 10 segundos e incubadaarthobmaria a 56°C por 16-18horas.
Apés este tempo, 500uL de solugdo fenol:cloroforahdool isoamilico (25:24:1) séo
adicionadas seguido de uma agitacdo por 10 seguawhosortex. O material é entdo
centrifugado a 14000 rpm por 2 minutos e em segaiflese aguosa (superior) € transferida
para outro tubo. Para o isolamento do DNA, 0,25dhcentracéo final, de NaCl é adicionado
juntamente com 2 volumes de etanol absoluto segledagitacao lenta e precipitagao por 30

minutos. Apds este periodo a mistura é centrifugadarelocidade maxima (14000 rpm) por
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15 minutos e o sobrenadante é descartado. Paraparagdo do etanol o tubo € mantido
aberto a temperatura ambiente por 20 minutos (re¢atza pode-se lavar o sedimento com
etanol 70% gelado). Apds a secagem o DNA é ressdgjmeem 50 pL de agua Milli Q ou

TE 1X (10mM Tris-HCI pH 8,0; 1mM EDTA).

4.9.1.2- Purificacdo de DNA gendmico a partir do KFlexigene (Quiagen)

Este Kit permite variagcdo da quantidade de sangia¢ & ser utilizado de 100uL-20mL
(mini e maxi purificacdo) rendendo um total de bdifiracdes quando da utilizacdo de 1mL
de sangue. No nosso caso, a quantidade de sanigadatfoi de 100uL rendendo, portanto
uma quantidade de 500 purificacfes. Este métodsisterda adicdo de um tampao de lise a
quantidade de amostra de sangue utilizada com suggteedo, seguida de centrifugacéo para
sedimentacdo dos nucleos de células e mitocondiagdimento é ressuspenso e incubado
em tampédo de desnaturacdo, o qual contém um dabp@o (Guanidina hidrocloridrico) e
protease. Esta etapa remove eficientemente cordatescomo proteinas e agucares. O DNA
é entdo precipitado por adicdo de isopropanol,peado por centrifugagcdo, lavado com
etanol 70%, seco e ressuspenso em tampao de b@brathOmM Tris-HCI, pH 8,5). As

guantidades séo as estipuladas pelo fabricante.

4.9.2- Amplificacdo de parte da regido regulatérialos genes que codificam para TN,
IFNy e NRAMP1.

O desenho dos oligonucleotideos utilizados paragificacdo do DNA referente a parte
da regido promotora dos genes que codificam paraF-dNIFN-y e SLCllal
aproximadamente 800pb acima do sitio de transc(ig@iféio de interesse), foi realizado com

base nas sequéncias dos respectivos genes extrdWassenBank (Release 144)
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank) utilizando 0 programa Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_wwcgi).

A padronizacdo das condicbes de amplificacdo pada @lvo especificamente foi
realizada em um termociclador “PX2 Thermal Cycl@mcutilizacdo de um bloco com
capacidade para gradiente de temperatura, permitinth variacdo de até 15° C. Além da
variacdo da temperatura de anelamento, para cadafgexm testadas diversas condicdes e
aditivos a fim de obtermos uma banda Unica paraqiienciamento. Foram testadas: a)
diferentes concentracbes dos dNTPs, de magnés® BNA alvo. Paralelamente, foram
testados como aditivos: a) glicerol (10% final); foymamida (5% final); ¢) DMSO (5%

final); e) BSA (1% final) e f) betaina (10% final).

 Variacdo de M¢™:

Com o objetivo de determinarmos as condi¢oes dm@sncia da reagdo de amplificagao,
foi realizado um experimento de gradiente com o8 g@wincipais fatores envolvidos
(concentragdo de Mg&Ee temperatura). Utilizando DNA extraido com o métatima
padronizado, procedemos a amplificacdo utilizarslocandi¢cdes descritas abaixo (tabela 1).
A concentracdo de Mg escolhida foi a de 2mM, que funcionou melhor desdeicio dos
testes de amplificagcdo e a dos desoxiribonuclemdiadte 20QM. As condi¢Bes ideais de

amplificacéo para cada gene estdo descritas nolsachss.

Tabela 1: Variagéo das concentracdes de’Meydesoxiribonucleotideos.

dNTP Mg?*

s@uM 1,0 mM 1,5mM 2,0mM 2,5mM  3,0mM
10uM 1,0 mM 1,5mM 2,0mM 2,5mM 3,0mM
20QuMm 1,0 mM 1,5mM 2,0mM 2,5mM 3,0mM

Para cada condi¢cao foram testadas 20ng; 50ng & HROBNA
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4.9.3- Eletroforese em gel de agarose:
Todos os produtos da PCR foram analisados poo#detse em gel de agarose 1,2% (1/5
do produto em tampéao “Loading buffer” 1X) a 80V, @/E 1X. Apés a corrida, o DNA foi

corado com brometo de etideo (Ag@mL) e visualizado sob luz U.V. em transiluminador

Tampao para aplicacdo de amostras de DNA em gel dgarose (5X)- “Loading Buffer”

Azul de Bromofenol 0,25%
Xileno Cianol 0,25%
Ficoll 400 15%

Tampé&o TAE 50X
Tris Base 242 g/L
Acido Acético Glacial 57,1 mL/L

EDTA sal dissodico 37,2 g/L ou solucdo 0,5M gHE,00mL/L)

4.9.4- Purificacdo dos produtos de PCR para seqieamento com Acetato de amonio
7,5 M:

Esta purificacdo € um método“*housé, que permite purificacdo dos produtos de PCR
de iniciadores, dNTPs e outros que ndo acidos icosléConsiste da adicdo ao produto
amplificado de Acetato de amoénio 2,5M final, inccéi@ em gelo por 15 minutos e
centrifugacdo a 10.000 rpm por 15 minutos. O sautente é transferido para outro tubo e o
sedimento desprezado. Dois volumes e meio de etahsbluto sdo adicionados ao
sobrenadante e mantidos por 15 minutos a temparatabiente, em seguida, o material é
centrifugado a 14.000 rpm por 15 minutos. O solitenge é desprezado e o sedimento

lavado com etanol 70%. Em seguida, a mistura éiftegagda por 3 minutos a 14.000 rpm. O
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sobrenadante € descartado e a centrifugacao repetid a remocao dos residuos. Finalmente

o sedimento é seco a temperatura ambiente e rediksem 20uL de agua milli-Q.

4.9.5- Purificacdo dos produtos de PCR para sequaamento com Kit ChargeSwitch®
PCR Clean-Up (Invitrogen)

Este sistema permite rapida e eficiente purificaglhs produtos de PCR de sal,
iniciadores, dNTPs e outros reagentes que naoaoididéicos. Depois da PCR, os produtos
sao purificados em menos de 10 minutos sem o userddfugas ou solventes orgéanicos. O
kit € especifico para purificagdo de fragmento®DHA variando de 90pb a 40kb e permite
variacdo do volume a ser purificado de modo queaske aumentar o seu rendimento. O
ChargeSwitch é uma tecnologia nova baseada enaaesfggnética que prové uma superficie
de ligacdo que € dependente da carga e do pH dpdtamircundante para facilitar a
purificagdo do &cido nucléico. Em baixo pH, as resfenagnéticas tém uma carga positiva e
liga 0 &cido nucléico carregado negativamente efftas e outros contaminantes néo se ligam
e sado descartados com o tampao de lavagem usaaldapagem das esferas. Para eluir o
acido nucléico, a carga na superficie é neutraizaat elevacdo do pH para 8,5 usando um
tampéao de eluicdo com baixo sal. O DNA purificatlo mstantaneamente neste tampéo de
eluicdo. A recuperacao € muito boa e permite qu&alome pequeno da reacdo da PCR seja

utilizado.

4.9.6- Sequenciamento automatizado:
Tendo em vista o tamanho do produto amplificadseaseqienciado, para cada gene
foram utilizados dois iniciadores externos e doisiadores internos a fim de poder atingir de

forma bem resolvida as extremidades.
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Os métodos de sequenciamento automatico utilizamuokeotideos de terminagdo e um
tipo de marcacao que permite a identificacdo desiaa resultantes. A marcacdo empregada
neste processo é feita com moléculas fluorogénmasseja, compostos capazes de emitir
fluorescéncia quando excitados por uma fonte de M@ sistema utilizado pelo nosso
laboratorio (Plataforma PDTIS/FIOCRUZ [sistema dapled Biosystems]), a fonte de luz
empregada para excitacdo dos fluoroforos é um esergbénio acoplado a um sofisticado
sistema Otico, capaz de direcionar o feixe lasecipamente sobre as amostras a serem
analisadas. O sinal fluorescente gerado pela €&citaom laser € direcionado pelo sistema
otico a um sistema digital, capaz de decodificasimal eletronico, transmitindo-o ao
computador acoplado o qual, através de softwangscédgos ird traduzir este sinal numa
sequéncia de DNA.

As reacdes de sequenciamento foram realizadasanilo-se o “kit ABI PRISM Big
Dye® Terminator v3.1” (PE Applied Biosystems) de acocdm as instrucdes do fabricante e
adaptadas em nosso laboratorio. Neste sistema eacdar fluorescente encontra-se na
extremidade 3’ do nucleotideo de terminagcdo, codaa@or correspondendo a uma base
especifica. Sendo assim, € possivel sequenciaaomatra de DNA com uma Unica reacao,
contendo todos os terminadores juntos. Em cadaieoede sequenciamento, utilizamos
aproximadamente 20ng do produto amplificado e asganhores utilizados nas respectivas
reacbes de PCR, como iniciadores externos e odtissiniciadores internos desenhados
apenas para o sequenciamento e com a finalidadesdéver bem o inicio da sequéncia
pegando os iniciadores externos (tabela 2). AsSemafpram analisadas no sequenciador de
48 capilares “ABI PRISM 3730 Genetic Analyzer” (Applied Biosystems), sitaano

Laboratério de Biologia Molecular da FIOCRUZ/ Pfatana PDTIS.
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Tabela 2Iniciadores utilizados na reacédo de sequenciaemento

Gene Iniciadores 5'-3’
Externo Sense: GGAACTCCCCCTGGGAATATTCT
IFN-y Externo Antisense: AGCTGATCAGGTCCAAAGGA

Interno Sense: CGAAGTGGGGAGGTACAAAA
Interno Antisense: CCCAGGAAACTGCTACTCTG
Externo Sense: CAGGACCTCCAGGTATGGAA
TNF-a Externo Antisense: TAGCTGGTCCTCTGCTGTCC
Interno Sense: CCTGCATCCTGTCTGGAAGT
Interno Antisense: TTTCAACCCCTGTGTGTTCG
Externo Sense: CACCACTGCACTTCACACCT
NRAMP1 Externo Antisense: TCCACCCAGTGAGATTGAGTC
(SLC11A1) Interno Sense: GTGTGTGTGTGTGTGGCAGA
Interno Antisense: GGCTAAGTGTGTGTGTGTGT

4.9.6.1- Padronizagdo inicial da reagéo de sequeagiento.

Apo6s a purificacdo dos produtos amplificados doegéiN-y através do meétodo de
precipitacdo com acetato de amonio, iniciamos erdagadronizacdo da reacdo de
sequenciamento no intuito de verificar qual a meooicentracdo de reagentes a ser utilizada.
Para tanto, variamos a concentracao de Big Dygydarbx e produto de PCR (amplificados a
partir de 4 pacientes diferentes) de acordo comuaa 2. Apds analise dos eletroferogramas
constatamos que a melhor condicdo de reacdo falaqunde usamos b de Big Dye,
1,5uL de tampéao 5x e diluicdo de DNA 1:2 (coluna 12fidara 4). Nessas condi¢cdes foi

possivel obter seqiiéncias de alta qualidade comaaeat50 pb (dados ndo mostrados).
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Figura 2. Determinacdo das condicdes para a reacdo de sémuiento da regido de
interesse do gene dlEN-). Amostras de DNA de 4 pacientes diferentes: pé&eigr{linhas A

e B), paciente 2 (linhas C e D) paciente 7 (linBas F) e paciente 9 (linhas G e H). Nas
linhas A, C, E e G foram adicionadas reacfes cdotéprimer sense” (S) enquanto nas
linhas B, D, F e H foram adicionadas reacdes calotéprimer anti-sense” (AS). As diluicdes
dos produtos de PCR foram: 1:2 (colunas 3, 6, 2)e Il5 (colunas 2, 5, 8 e 11) e 1:10
(colunas 1, 4, 7 e 10). Ainda foram testados difiexe concentracdes de Big Dye (0,5
1uL) e tampao 5x (148 e 2uL). Foi realizado sequenciamento do vetor de clemagGEM
(“primer” M13F), como controle da reacdo (po¢co H12)
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4.9.7- Analise das sequéncias e identificacdo daNF% presentes na regido promotora
dos genes que codificam para TNl&; IFN-ye SLC11al

As sequéncias foram analisadas pelo programa SegScaersao 2.5
(http://www.appliedbiosystems.com/catalog/myab/&Batalog/products/CategoryDetails.jsp
?hierarchylD=101&category3rd=111917&trail=no) daphpd Biosystems (figuras 3 e 4).
Este software é uma ferramenta de alinhamento pa@pao de sequéncias que permite uma
rapida identificagdo de variantes na sequénciardi®p A e B). O software permite alinhar e
comparar sequéncias obtidas diretamente do sea@id@nautomatico contra uma sequéncia
referéncia (figura 6). Ele é capaz de alinhar e pamar multiplas amostras mostrando o
eletroferograma e o indice de qualidade de cadéése@ e o indice de qualidade do

alinhamento e da comparacao (figura 9), sendo gssimite dois tipos de analise:

O Identificacdo de variantes nucleotidicas e amiithezs. O software identifica
posicdes que diferem da sequUéncia referéncia e lassifita como variantes

conhecidas ou desconhecidas.

O Identificacdo de gendtipos, alelos ou haplétipes wina biblioteca. Aléem da
identificacdo de variantes, o software busca enliobdtas e bases de dados de
genotipos, alelos, ou haplétipos e identifica doatpie mais rigorosamente se iguala

com a seqUéncia consenso.

Para facilitar a analise, o software gera um ratatdas variantes encontradas na

comparacao.
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Figura 3 e 4:P4gina inicial do Software SeqScape mostrandaajetps programados.

(B)

(A) ;
*: Presenca de Mutacéo

Figuras 5 A e B:llustracdo da utilizacdo do Software v.2.5. Ngatela podem ser observadas as
sequéncias obtidas a partir de cada iniciador Mm@ regido de aproveitamento de cada uma delas
(verde). Nesse individuo foi detectado 1 SNP, gg, sk base se apresentou distinta da seqiéncia
referéncia ( 5B).
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Figura 6: llustracdo da utilizacdo do Software SeqScapeéviessa janela pode ser observado o
alinhamento das amostras bem como as sequén@adnef e consenso do gendFe- ).

Além de identificar muta¢des pontuais na sequémriprograma SeqScape fornece o
gendtipo do referido polimorfismo, uma vez que resig analisando os dois alelos através da

estratégia escolhida: Sequenciamento a partiratbupy de PCR.
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(werde) (verde e (amarelo)
(A) referente a (B) armarelo) (C) referente a
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(AA) zuanina e (GG)
Adenina
(GA)

Figura 7: Identificagdo de SNP através da visualizagcdo donatograma dentro do programa
SeqScape. A figura mostra trés possiveis genéppos o SNP TNF G-376A. (A) Amostra mutante
homozigota, (B) amostra mutante heterozigota ea(@stra homozigota tipo-selvagem.
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4.10- Andlise estatistica

Todos os polimorfismos foram testados para o dimidlide Hardy-Weinberg usando o
teste dayui-quadrado ou o teste exato de Fisher, quandmpapdo (Epi Info, versdo 3.4.2
2007, Centers for Disease Control and PreventiddSA) considerando o valor de 5%
(p<0,05) como limiar de significancia estatistica ents nameros observados e esperados
separadamente em pacientes e controles. A magmlasiassociagcoes foram estimadas como
razdo de chances (Odds Ratio, OR) com seus regpeatiervalos de confianca. O nivel de

significancia adotado para o estudo de associapdloém foi de 5%.

4.11- Aspectos Eticos
O presente estudo foi aprovado no comité de étddWCFF-UFRJ no dia 8 de agosto de

2002, com numero 004/02
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5. Resultados

Neste estudo, realizamos, através de sequenciaragtdmatico, 0 mapeamento parcial
da regido promotora dos genes que codificam pafad,NFN-y e SLC1lal (NRAMP1).
Descrevemos as frequéncias alélicas, genotipicaba@otipicas dos polimorfismos
encontrados e investigamos a possivel associaggmesmos com diferentes desfechos apos
a infeccao peld/. tuberculosis Foram arrolados no estudo um total de 500 iddd sendo
265 pacientes de tuberculose e 235 controles sadmselacionados e sem historico de TB
prévia. As amostras de DNA isoladas do sanguegpieaf foram amplificadas de acordo com
a regidao de interesse para cada alvo e posteritengenotipadas através de sequenciamento
direto do produto amplificado. Tendo em vista cGatarretrospectivo das amostras utilizadas,
apos analise do banco de dados contendo as inféemados pacientes e controles
verificamos que, retirando os pacientes positiv@saorologia para HIV (HIV+), este grupo
consistiu de 140 individuos com tuberculose baaltsgicamente confirmada (cultura), sendo
121 portadores de TB pulmonar e 19 portadores deedXtBapulmonar. Este grupo foi
estratificado em trés faixas etarias29; 30-39 e=40) e composto de 73 homens e 67
mulheres. O grupo controle, para a analise de @agsac arrolou 154 individuos néo
relacionados consanguineamente e com informacéteste intradérmico da tuberculina
(TST) foi também estratificado nas mesmas faixagast dos pacientes, sendo composto de
55 homens e 99 mulheres. Noventa e seis individpossentaram resultados positivos no
teste intradérmico de tuberculina (TST+) e 58 foraegativos (TST-). Apos o término da
genotipagem sete polimorfismos foram encontradoseg#géio de interesse do gene que
codifica para IFNy, dos quais quatro ainda nao foram descritos ees&0 depositados no
banco de SNPs (GenBank — Entrez SNP). Na regidoteleesse do gene que codifica para

TNF-0, também foram identificados sete polimorfismosiogdescritos no banco de SNPs e
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bem caracterizados. A estratégia de genotipagemrf@sma para todos os genes de interesse
neste estudo, porém, encontramos muita dificuld@deeqienciamento do geneSleCllal
devido a quantidade de sequUéncias repetitivas aledésta regido que prejudica a
amplificacdo e reacdo dos dideoxinucleotideos pedg polimerase. Este imprevisto
impossibilitou a continuacdo do sequenciamento edgee e mapeamento da regidao de
interesse. A avaliacdo geral dos polimorfismos ettados na nossa populacdo e uma
possivel associacdo destes com suscetibiligedese gravidade ou protecdo a TB foi

analisada por comparacao das frequéncias aléligasaipicas.

5.1- Padronizacédo dos procedimentos técnicos utgéidos

5.1.1- Extracdo de DNA genbmico a partir de sanguetal utilizando o Kit “FlexiGene
DNA” (Quiagen):

Através da utilizacdo do Kit comercial “FlexigeneNA’ para extracdo de DNA
gendmico humano diretamente de amostras de sawogalefai possivel obter um bom
rendimento (DNA altamente concentrado) em um cagpaco de tempo (Figura 8). Além
disso, esse método apresentou a vantagem de nAcsalgentes organicos e ser menos
dispendioso, sendo, portanto escolhido para todasxttacdes de DNA realizadas neste

trabalho.
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Figura 8: Extracdo de DNA gendmico humano a partir de sahgfaé
utilizando o kit “F Flexigene Quiagen”. Linhas: Z-DNA proveniente
de 17 amostras de pacientes.

Apoés a escolha da regido de interesse (a ser mepead diferentes genes alvos e
desenho dos oligonuclotideos a serem utilizadosa maramplificacdo procedemos a
padronizacdo individual de cada reacdo de PCR eenwdd o0s seguintes parametros:
temperatura de anelamento dos oligonucleotideasseotracdo de dNTPs, de fge a
concentracdo de DNA alvo. Adicionalmente, forantadss ainda diferentes tipos d@eaq
polimerase e de aditivos (betaina, glicerol). Cgelae (alvo) apresentou dificuldades distintas
nesta etapa sendo necessario, em alguns cadd3]11&l e TNF«) o desenho de novos

iniciadores.

5.1.2- Padronizacao das condi¢cGes para amplificac@la regido de interesse do gene que
codifica para IFN-y.

Com o objetivo de determinarmos as condi¢cOes dm@snhcia da reacao de amplificacédo
para este gene realizamos um experimento de gtadientemperatura, onde foram testadas
algumas variacdes como M{ concentracéo de DNA alvo e 10% glicerol (tabetitdda na

metodologia). As variacdes de temperatura foramgrproadas no termociclador PX2
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Thermal Cycle (Thermo Electron Corporation), quenpge um gradiente de temperatura
entre 50°C e 70°C (de acordo com a temperaturasdecthcdo para cada gene) com uma

variacdo a ser estabelecida pela maquina (figurasl9). Com base neste experimento a

temperatura de 65,3°C utilizando 200ng de cadéioe, 2mM Md*, 10% glicerol e 100ng

de DNA molde, foi escolhida para amplificacdo dgide de interesse (tabela 3). A

amplificacdo é mostrada na figura 11 e a purifioad@sses produtos amplificados nas figuras

12 e 13.

2 3 45 6 7 8

910 11

Figura 9: PCR de gradiente para padroniza¢do da amplificdg&egido promotora do gene

de IFNy: Linhas:

(1) Marcador de peso molecular 100 kgdém (Invitrogen); (2 a 11)

PCR/IFNy com gradiente de temperatura: (2) 53,1°C, (3) %3,44) 54°C, (5) 55,2°C, (6)
56,5°C, (7) 58,1°C, (8)59,6°C, (9) 61,3°C, (10)16@, (11) 64,2°CFigura 10: Linhas: (1)

Marcador de peso molecular 100 pb ladder (Invimdg€ a 4) PCR/IFNtrcom gradiente de
temperatura (continuacéo): (2) 65°C, (3) 65,34L66,8°C.

Tabela 3 Condicdes ideais para a amplificacdo do genéNe

Gene Sequéncias dos Iniciadores (5'-3’) Ciclagem Tamanho do
produto
94°C -5 11X
F:GGAACTCCCCCTGGGAATATTCT we -t
; 65,3°C — 1’ » 35X 863pb
IFN-y | RIAGCTGATCAGGTCCAAAGGA 7920C  _ 1’
720 -5 1IX

A PCR foi realizada em 5 de mistura de reacdo contendo tampéo da enzimdUXleTag DNA
Polimerase (Invitrogen); 2mM de MgCIl200uM dNTPs; 200ng de cada iniciador; 10% glicerol e

100ng de DNA gendémico
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5.2- Amplificacdo das amostras apos padronizacdo eurificacdo dos produtos

amplificados:

37 39 50 51

Rt L —

Figura 11: Linhas: 1-12,amplificacdo das amostras dos pacientes 49P-
60P; Marcador de peso molecular, 100pb ladder rbnen; 13-24,
amostras dos pacientes 61P-72P; 25, DNA controledauspara
padronizacao; 26-37,amostras dos pacientes 73P394B0), amostras
dos pacientes 85P-96P; 51, DNA controle.

Figura 13
Figura 12

Figura 12: Purificacdo dos produtos amplificados das amodtfaa 23P com Sulfato de Ambnia 2,5M
final.

Figura 13: Purificagcdo com Kit ChargeSwitch da Invitrogen, atnas 24P a 34P.
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5.3- Sequenciamento e andlise dos SNPs encontrados parte da regido promotora do
gene que codifica pardFN-y através do programa SeqScape (Applied BiosystemsR\5:
Uma vez purificados, os produtos de PCR foram stidoe a 4 reacdes de

sequenciamento de forma a obter uma sequéncia etamplde boa qualidade do fragmento
amplificado (863pb). A figura 14 mostra a estradédg desenho dos iniciadores bem como a
sequéncia referéncia (AF375790) utilizada pararfazeandlise e identificacdo de SNPs
encontrados na populacéo estudada. Apos o seqiamt@ verificamos que cerca de 80-100
pb iniciais de cada reacdo eram perdidos devida @umalidade na sequéncia obtida (dados
ndo mostrados). Entretanto, conseguimos obter @ésem relativa a toda extensédo do
produto amplificado de todas as amostras apoés leag@o de 4 reacdes independentes
(aproveitamento de 650-750 pb de cada reacao camadares externos e 400-500 com

iniciadores internos).
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at ccacccgcect caacct cccaaagt gct gggat t acaggt gt gagecact'gcgtct'gga
act ccccctgggaat att ct ct acact gt at t t caaggat t t aat at gacaaaaagaat g
t caaat acctt att aacaat gt agt at at t gat gcat act gaagt act attt gggat at a
ttggtttaaatacaatatattttaaaattatatttaccttttaaaaaaacttttattaat
gaggct act agatcatttaaatttacctgtgtggcttgtattgtatttctact gggcagt
gct gat ct agagcaat t t gaaact t gt ggt agat attt t act aaccaact ct gat gaagg
acttcctcaccaaattgttcttttaaccgcattctttccttgetttctggtcatttgcaa
gaaaaat tttaaaaggct gccccttt gt aaaggtttgagaggccctagaatttcgttttt
cacttgttcccaaccacaagcaaat gat caat gt gcttt gt gaat gaagagt caacat tt
t accagggcgaagt ggggaggt acaaaaaaat t t ccagt cct t gaat ggt gt gaagt aaa
agt gcct t caaagaat cccaccagaat ggcacaggt gggcat aat gggt ct gt ct cat cg
t caaaggacccaaggagt ct aaaggaaact ct aact acaacacccaaat gccacaaaacc
ttagttattaatacaaactatcatccct gcct at ct gt caccat ct cat ctt aaaaaact
t gt gaaaat acgt aat cct caggagact t caat t aggt at aaat accagcagccagagga
ggt gcagcacat t gt t ct gat cat ct gaagat cagct at t agaagagaaagat cagt t aa
gt cctttggacct gatcagett gat acaagaact actgatttcaacttctttggctt aat

tctct cggaaacgat g

)

Produto
de PCR
IFNy
(863 pb)

Figura 14: Estratégia de amplificacdo e seqiienciamento de gEnlFN-y (Seqliiéncia parcial da regido

promotora do gene que codifica pdiFN-y retirada da sequéncia referéncia AF3757790). @exsg mostra a
regido de anelamento dos iniciadores utilizados panplificacdo e/ou seqiienciamento bem como aaatga
interesse (negrito) mostrando em azul, o +1 RNAgionda transcricdo e vermelho o ATG, codon doiinia

traducdo. Em verde, os iniciadores Externos Semsatisense usados para amplificacdo e sequienciament
cinza, iniciadores internos Sense e Antisense gssmlnente para seqiienciamento
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A fim de aperfeicoar as analises das sequénciadashtias 500 amostras foi utilizado o
programa de bioinforméatica SeqScape v.2.5 (AppBaxbystems). Através da utilizacdo da
sequéncia AF375790 como referéncia e alinhamensosdgiéncias obtidas foi possivel
identificar (figura 15 A,B,C e figura 15.1 D, EeFG) e mapear (figura 16) 7 diferentes SNPs
nesta regido do geEN-y na populacédo de estudo que representa parte daoR®&gdeste (

Rio de Janeiro).

C-787T C-785T C-599C
Tndex 2l Index 33 il || - c_cz:i c c_g_tmszc_g_ca_"
eference tattioktcoctaca eference tct- t_ElCElCtgtattE :Eji?pmﬁm Tiacgrs;s-rgsci-rs;s
eference-hh | W N v |||Feference-aa ] L ®H € I e e o e
w 153P ATATTWTCTACA b z3c TCT-LTACACTGTATTTY || 7-"*""Y
b zac TCT-LTACACTGTATTT
|||||.!||||| o D
TATTFITCTAE - 360 TCT-FTACACTGETATTT| || re_reos_rrar)
FIO_F410_mcL, TTCT[ CACTGTATTT
FIO_F489_kaiL FIo_Fe0s_maL|
P 155P ATATT | CTACA LW o
(A) i B)( ﬁ (©)
=] =
Dois picos: um azul (Citosina) Dois picos: um azul (Citosina)
e um vermelho (Timina) e um pretdGuanina)

Figura 15: Identificacdo de SNPs no gene l&®\-y através da visualizacdo do cromatograma apresepeld
programa SeqgScape. (A): C-787T; (B): C-785T e (C599G.
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Index 303 313 Tndex 540 | cog|| [[naex 0 | 6L
£ thtogart a o [Feference Caasaggacccaaggagtol
SLErence La2actptgatgas eference gtgccttcanagaat| (fererencesa s ® b P R S
eference-al I T L M _— = ¥ ISP EEL ELCCEAGGAGICC
eference-ad 3 Y F E - 74F CALAAKGACCCAAGGAGTC

w laC CLACTEFTGATGA A

- el S Ga w 1437 GTGCCTTCARBGAAT Illlz I!!!Il:!-::;

1l IIII FI0_Fa82_MGL,
FIC_F191_kiL ETGCCTTCLARDL G
% Py FIO_FEO2_hACIL
C CTEpITGATIEZ !III! I!!!I

FIO_F489_RaL]

)

CAACTLTGATGAA cascThrcaTcaal
=

Dois picos: um azul (Citosina)
e um vermelho Timina)

(D)

FIO_F3B82_RQL)

E)(

Dois picos: um preto (Guanina)

iisl 11
* Aindppiiindnnl ux
ETGCCTEC C EGLCCC GG GTLC

e um verde (Adenina)

Index
Feference
Feference-4d

o
a
ot
a
ot
o

[
ot
o
a
o
o
a
o
o
a
a

-
=
-
-

w 178F

FIO_FED2_riQL

FIO_F434_haL |

MCTCTARLCTACAACACCC

CTCTLRETAC C

J\ m

ccec

CTCTLREL

ccec

i

(G)

U

=
=

Dois picos: um preto (Guanina)
e um verde (Adenina)

F)(

Dois picos: um preto (Guanina]
e um vermelho (Adenina)

Figura 15.1: Identificacdo de SNPs no gene I&\-y através da visualizacdo do cromatograma apresentad
pelo programa SeqScape (D): C-517T; (E): A-258;G-200T e (G): A-172G.
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- 865 Primer ES

721 atccacccgcct caacct cccaaagt gct gggatt acaggt gt gagccact gcgt ct gga
- 805 -787 -785

781 @€t ccccctgggaat att €t Bt acact gt at tt caaggat t t aat at gacaaaaagaat g
- 745

841 tcaaataccttattaacaat gtagtatattgatgcatactgaagtactatttgggatata
- 685 - 636

901 ttggtttaaatacaatatattttaaaattatatttaccttttaaaaaaacttttattaat
- 625 -599

961 gaggctactagatcatttaaatttacgtgtgtggcttgtattgtatttctactgggcagt

- 565 -517
1021gct gat ct agagcaattt gaaactt gt ggt agatattttact aaccaagct ct gat gaagg
- 505 - 458

108lacttcctcaccaaattgttcttttaaccgcattctttccttgetttctggtcatttgcaa
- 445
l14l1gaaaaattttaaaaggct gccccttt gt aaaggttt gagaggccctagaatttcgttttt

- 385 - 333
1201cactt gttcccaaccacaagcaaat gat caat gt gcttt gt gaat gaagagt caacattt
- 325 - 316 Primer 1S - 287

1261t accagggcgaagt ggggaggt acaaaaaaat t t ccagt cct t gaat ggt gt gaagt aaa
-265 -263 - 255 - 246

1321agt gcct t caaagaat cccaccagaat ggcacaggt gggcat aat gggt ct gt ct cat cg
- 205 - 200 -180 -172

1381t caaafjgacccaaggagt ct aaaggaaact ct afict acaacacccaaat gccacaaaacc
-145 Primer |AS

1441t t agtt att aat acaaact at cat ccct gcct at ct gt caccat ct cat ctt aaaaaact

-85 -30
1501t gt gaaaat acgt aat cct caggagact t caat t aggt at aaat accagcagccagagga
-25 +1 mMRNA

1561ggt gcagcacat t gt t ct gat cat ct gaagat cagct at t agaagagaaagat cagtt aa

1621gtccttt ggacct gat cagcett gat acaagaactactgatttcaacttctttggctt aat
Primer EAS
1681t ct ct cggaaacgat gaaat at acaagtt at at ct

Todas as mutacOes ja descritas que ndo foram eadast

Todas as mutacdes ja descritas e que foram endastra

descritas na literatura.

+1 mRNA, sitio de inicio da transcricdo usado coraferéncia para a

(.
=
™ Todas as mutacdes encontradas na populacéo de estue ainda ndo estig
]
contagem negativa da regido promotora.
|

ATG, codon de inicio da traducao.

ES: primer externo sense IS: primer interno sense
IAS: primer interno antisense EAS: primer externo antisense.

Figura 16 - Produto de PCR INFy (863pb): Mapeamento dos SNPs encontrados em parte da regido
promotora do gene dé-N-y na populacdo de estudo. O esquema mostra a rdgidmelamento dos
iniciadores externos utilizados para amplificacdseguenciamento grifados em verde bem como dos
iniciadores internos usados somente para o se@irento em cinza.
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5.4- Mapeamento dos possiveis sitios de ligacdo de fasr de transcricio com

importancia molecular nesta regiao.

Através da busca ativa nos bancos de dados esstemnseguimos mapear 0S

possiveis sitios de ligacao de fatores de trar@&&rna regido estudada (figura 19).

SNP -785 Sitios de ligacédo SP 517

Sitios de ligagéo Sitig de ligacdo

‘ gac ‘ SNPq7 ‘ ‘ N/ V SNP -599 ‘ ‘ Sitios de ligagédo
| Sitio |

ISRE Sitio ATF-2
SNP -200 Sitio GATA3
Sitios de ligag&o Sitio AP-1 TATA ATG
L~ |/
- 400 +1

Figura 17: Esquematizacéo da regido amplificada do geneylEbhtendo os sitios de ligacao dos
fatores de transcricdo na regido promotBragrama utilizado: TFscan
(braunschweig.de/TRANSFAC/index.html), que é pddgacote do Emboss
(http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/tfssemple) e a base de dados transfac
(html:/fembosssourceforge.net)

Ha evidéncias que a regido proximal do promototFddy seja importante no controle
da diferenciacdo das células T helper, envolve nagido altamente conservada de -100 a -30
e contém duas sub-regides que podem formar complexo proteinas: a) sub-regido
proximal (-73 a -48) que contém um elemento honwiag promotor de IL-2 (NF-IL-2), que
€ um sitio de ligacdo para ATF-Adtivating transcription factor-ge tem envolvimento na
ativacéo da transcricdo de INFde acordo com Penix e cols, 1996 e, ao contranmoteina
CREB (yclic-AMP response element bindjirgue inibe esta transcricao através da ligacédo ao
NF-IL-2. b) a regido distal de -96 a -80 liga oofaGATA-3 que desempenha uma fungao

crucial na diferenciacdo Th1/Th2. Na regido -20Quimasitio AP-1 (Activating transcription
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factor) e também um sitio NFAT (nuclear factorswvated T cell site) entre -168 a -160

(Chevillard e cols, 2002).

5.5- Andlise descritiva dos polimorfismos identifiados na regido de interesse do gene de

| FN- y na populagéo estudada (n=500)

Apoés analise das sequéncias de 500 amostras attavésftware SeqScape, trés SNPs ja
descritos na literatura foram identificados. Og@aguatro ndo foram encontrados em banco
de dados (GenBank — Entrez SNP) podendo portarenseonsiderados como SNPs novos.

A tabela 4 mostra as frequiéncias absolutas e adétlos SNPs encontrados na populacdo de

estudo.

Tabela 4: Descricdo das frequiéncias absolutas e alélicasseless SNPs encontrados na

populacao estudada (n-500).

Amostras Amostras Freqiéncia Freqiéncia

[0}
SNP N° de amostras heterozigotas homozigotas absoluta alélica

SNPs depositadas em banco de dados (GenBank z Eitif)

C-785T 5 5 - 1.0% 0.5%
G-200T 14 14 - 2.8% 1.4%
A-172G 2 2 - 0.4% 0.2%

SNPs nao descritas

C-787T 5 5 - 1.0% 0.5%
C-599G 13 12 1 2.6% 1.4%*
C-517T 3 3 - 0.6% 0.3%
A-255G 1 1 - 0.2% 0.1%

* freqUiéncia alélica da variante mutante
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Do total de 500 amostras genotipadas em partegi@orpromotora do gene tleN- ) os
sete SNPs identificados apresentaram-se em umiéfreiqg muito baixa. Uma troca de base
de A para G na posicdo -255 foi encontrada em stmem paciente, como podemos
observar na tabela acima. Esta mutacéo, ainda eswité na literatura foi confirmada nas
duas direcbes e em mais de uma reacdo de PCR ens&giiento, porém, apds a exclusédo
dos pacientes HIVpara o estudo de associacéo, esta mutacdo tambértlisida. O mesmo
aconteceu com a substituicdo de A para G na posl@@) embora ja descrita, na populacéo
de estudo a mesma foi encontrada em somente duéfes do total de individuos (tabela 4),
dos quais um também foi excluido. Contudo, a suwiisdio de C para G na posi¢ao -599, de
acordo com a nomenclatura oficial (http//www.gemees.org/cgi-bin/hgnc_search.pl),
também ndo descrita, foi detectada em mais de 1popalacdo estudada caracterizando-se
assim como um SNP real. Este SNP mantsta freqliéncia mesmo apds a exclusdo dos
individuos sem informac&o ou HIVA distribuicdo genotipica e alélica dos polimsmios de

IFN-yencontrados no total de individuos analisados paeniistos na tabela 5.
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Tabela 5: Distribuicdo genotipica e alélica dos polimorfisnaedFN- yencontrados no total

de individuos analisados.

Loci Genbtino Numero de Frequéncia Frequéncia
P amostras (N=500) absoluta alélica
CC 495 99%
-787* TC 5 1%
OT 5 0.5%
99%
CC 495
1%
-785 CT 5
OT 5 - 0,5%
CC 487 97,4%
CG 12 2,4%
-599*
GG 1 0,2%
H G 2 - 1,4%
CC 497 99,4%
-517* CT 3 0,6%
hHT 3 - 0.3%
99,8%
AA 499
0,2%
-255* AG 1
H G 1 0,1%
GG 486 97,2%
-200 GT 14 2,8%
OT 14 - 1,4%
AA 498
99,6%
-172 AG 2
0,4%
H G 2 0,2%

* = SNPs nao descritos
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Dentre as 500 amostras de DNA sequenciadas, comc@xcde uma, todas foram
heterozigotas para os SNPs encontrados. Contudbuma amostra apresentou mais de um
SNP possibilitando assim, a identificacdo dos hggaé e a determinacéo de suas frequéncias

para esta populacdo como mostrado na tabela 6.

Tabela 6 Descricdo dos haplotipos identificados no glié-)y (n=500) e suas respectivas
frequéncias.

Hapl6tipos| C-787T C-785T C-599G C-517T A-255G G-200T A-172G Freq.(%)

C C C A G A 0,916
0,010
0,024
0,028
0,010
0,002
0,004

© N o 00 A W N
O o o 4 o0 O O
O O O O o 0O

O O O O O o O
4 O O O O O O
> >» @ » » >» >
® 0 @ O 4 ©

> O > > r >

0,006

5.6- Estudo de associacéo:

Para este tipo de analise utilizamos as frequémggnstipicas, alélicas e haplotipicas de
todos os SNPs identificados e comparamos entreupmg que representaram os diferentes
desfechos avaliados. Conforme exposto anteriormpata esta analise, o tamanho amostral
(tanto dos pacientes como dos controles) foi refltudevido a exclusdo dos individuos sem
informacdes clinico/demogréficas ou positivos natdesorologico para HIV. Os desfechos
avaliados neste estudo foram: a) suscetibilidpele sea TB (pacientes com TBersus
controles); b) gravidade da doenca (TBP (TB pulmowersusTBE (TB extrapulmonar) e c)

infeccao latente (controles sadios TS/EtsSusTST-).

Andlise Molecular da regido promotora dos genescqgdédicam para IFNg TNF-a e SLC11A1 (NRAMP1) na Tuberculose
MARCIA QUINHONES PIRES LOPES



[
’g Resultados 77

Na primeira avaliacdo, onde os genotipos identifica referentes aos diferentes SNPs
foram testados para verificar a possivel associag@o a ocorréncia de tuberculose ativa,
verificamos que dos sete SNPs testados, somemMi#eZ0 G >T apresentou uma diferenca
significativa em nivel de gendétipo entre os grupealiados para este desfecho. A tabela 7
mostra a associacdo do genoétipo GT com protecdooaémcia da TB ativa quando da
comparacao entre os grupos de pacientes com TB {TBBE) versuscontroles sadios TST+

(P=0,033, OR= 0,18 1C=0,03-1,00).

Tabela 7: Avaliagcdo de associacdo entre os diferentes gersoppesentes no promotor do
genelFN-ycom suscetibilidadper sea ocorréncia de TB ativa.

Pacientes Controles

Loci Genotipo * P-valor OR IC
P (N=140)  TST+ (N=96) X2
CC 138 96
-787 1.383 0,515 # #
CT 2 0
CC 140 94
-785 2.942 0.16 # 0,00<2,79
CT 0 2
CC 135 93
-599 0.035 NS 1,15 0,23%6,23
CG 5 3
CC 140 93 2,29 0,00<1,52
-517 0,066 #
CG 0 3
AA 140 96
-255 ND ND ND ND
AG 0 0
GG 138 89
-200 3,86 0.033 0,18 0,0%1,00
GT 2 7
AA 139 96
-172 0.689 0.407 # #
AG 1 0

" contatos (controles) positivos para o teste ignaito de tuberculina;
# indefinido;® nao significativo™® ndo determinado
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Ao avaliarmos a associacdo dos mesmos genotipososaipos de TB separadamente,
TB pulmonar e TB extrapulmonar, verificamos que amente, o Unico genoétipo que
apresentou diferenca significativa na frequiénctaeems grupos foi o GT referente ao SNP -
200, o qual sugere uma associacdo com protecaoregncia de TB pulmonaiPE0,041,
OR=0,21, IC=0,03-1,16 - Tabela 8). A comparacdo desoltipos selecionados entre
controles TST+ e TB extrapulmonar ndo permitiu @malise estatistica conclusiva devido ao
reduzido nimero de pacientes com este tipo de dltudo, o gendtipo -200 GT foi 0 que
mostrou a maior freqtiéncia no grupo de contatostT&ilima frequéncia de 0% (ausente) nos

pacientes com TBE (dados ndo mostrados).

Tabela 8: Avaliacdo da associacdo entre os diferentes gersoppesentes no promotor do
genelFN-ycom suscetibilidade a ocorréncia de TB pulmonar.

Pacientes TBP Cont. TST+

Loci  Gendtipo P-valor OR IC
PO (=121 (n=96) X

CcC 119 96

-787 1,594 0,504 # #
CT 2 0
CcC 121 94

-785 2,533  0,1945 # 0,00<3,23
CT 0 2
CcC 118 93

-599 0,141 1,00 0,79 0,1x5,02
CG 3 3
CcC 121 93

-517 1,88 0,085 # 0,00<1,52
CG 0 3
AA 121 96

-255 ND ND ND ND
AG 0 0
GG 119 89

-200 2,98 0,041 0,21 0,0%1,16
GT 2 7
AA 120 96

-172 0.01 NS # #
AG 1 0

# indefinido;"® nao significativoN® ndo determinado
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Na avaliacdo do desfecho (gravidade da doenca)ndisea foi feita através da
comparacao das frequéncias encontradas nos greppactentes com TB pulmoneersus
pacientes com TB extrapulmonar (Tabela 9). Somei8B/P-599 permitiu a analise para este

desfecho, contudo ndo houve diferenca significantae os grupos.

Tabela 9: Avaliacdo da associacdo entre os diferentes gersoppesentes no promotor do
genelFN-ycom gravidade da TB.

Loci Gendtipo TBP TBE valor” RR IC
P n=121 n=19 P

cC 119 19

-787 1,00 # #
CT 2 0
CcC 121 19

-785 - - -
CT 0 0
CcC 118 17

-599 0,136 3,18 0,9%10,15
CG 3 2
cC 121 19

-517 - - -
CG 0 0
AA 121 19

-255 - - -
AG 0 0
GG 119 19

-200 1,00 # #
GT 2 0
AA 120 19

-172 1,00 # #
AG 1 0

TP Tuberculose pulmonar®® Tuberculose extrapulmonar;calculado pelo Teste Exato de FisH&r;Risco
relativo;"° ndo determinadd;indefinido

A fim de avaliarmos a associacdo entre os difesegeEndtipos com a capacidade de
infecgcdo, comparamos a frequéncia genotipica ddd8sShentificados entre os grupos de
controles TST+ contra o0 grupo TST-. A tabela 10 tnaoque as frequéncias dos gendétipos

relativas aos diferentes SNPs nos respectivos grs@o muito pequenas e consequentemente
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nenhuma diferenca significativa foi encontradaeens diversos SNPs, com excecdo da SNP
-200, que apresentou yorvalor significativo pelo Teste Exato de Fisher@@45), embora o

IC tenha sido indefinido.

Tabela 1Q Avaliagcdo da associacdo entre os diferentes ipasdtseparadamente com
capacidade de infeccdo TST+/TST negativo

Loci Genétipo TST+ (n=96) TST- (n=58) X2 p-valor’ OR IC
CcC 96 58

-787 ND ND ND ND
CT 0 0
cC 94 57

785 ND 1,00 121 0,0834,60
CT 2 1
cC 93 58

-599 1,849 0,29 # #
CG 3 0
CcC 93 58 1,849

-517 0,29 # #
CG 3 0
AA 96 58

-255 ND ND ND ND
AG 0 0
GG 89 58

-200 2,91 0,045 # #
GT 7 0
AA 96 58

-172 ND ND ND ND
AG 0 0

" calculado pelo Teste Exato de FisH&rndo determinadd;indefinido

Tendo em vista que o0 SNPN-)-200 foi o Gnico que apresentou associacdo com algum
dos desfechos estudados em nivel de gendtipoyvesesots proceder a analise utilizando a
freqUéncia alélica e como podemos observar naadldela variante mutada -200T mostrou
uma associacao significativa com os desfechos skeeshilidadeper sea ocorréncia de TB
geral, de TBP e ainda com infeccéo lateme0(033, 0,043 e 0,035) respectivamente. Para o

desfecho gravidade onde os grupos TB pulmonar exdtmonar foram analisados, nao foi
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possivel tal associacdo devido a frequéncia alsécaero no grupo extrapulmonar devido ao

reduzido namero amostral do grupo TBE.

Tabela 11: Distribuicdo das frequéncias alélicas da variantgéante -200T nos grupos de
acordo com os diferentes desfechos estudados.

SNP IFN-y-200
Diferentes desfechos Grupos
Ocorréncia de TB Pacientes TST+ P-valor* OR IC
ativa 0,0071 0,036 0,033 0,19 0,0%1,01
TBP TST+
Ocorréncia de TBP 0,043 0,22 0,03%1,17
0,0082 0,036
TBP TBE
Gravidade da doenca 1,00 # #
0,0082 0,00
TST+ TST-
Infecgdo Latente 0,035 # #
0,036 0,000

* Teste Exato de Fishérindeterminado

Apobs a genotipagem de todas as amostras e avatiag@sociacdo dos SNPs encontrados
na regiao promotora do gene que codifica piakk )y com os diferentes desfechos propostos,
os polimorfismos encontrados com maior frequénbesokuta [FN-)-599C>G e -200G>T)
foram testados contra as variaveis demograficasrgénidade para verificar a influéncia das
mesmas. Conforme mostram as tabelas 12 (A e B)nalése estratificada nenhuma diferenca

significativa foi encontrada para género ou idami@ algum dos polimorfismos.
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Tabela 12 (A) e (B): Analise de associacdo dos polimorfismos C-599G 20@GF no
promotor do gend-N- ) com risco de tuberculose em diferentes variaveisoggaficas.

(A) C-599G
» » Pacientes Controles
Variavel Genotipo
N = 140 N = 154 P-valor 95%I|C
Todos oS C/C 135(964%) 150 (97,4%)
sujeitos CIG+GG 5 (3:6%) 4 2.6%) 0,7406 0,32-6,30
Género
C/C 72(98.7%) 55 (100%)
Masculino
C/IG+GG 1 - 1,00 #
C/C 634 %) 95 (95:9%)
Feminino
C/G+GG 4(6%) 4 4A4%) 0,7156 0,30-7,51
Idade
c/C 2g(100%) 37(97.4%)
<29
CG/GG - 1(2:6%) 1,00 0,00-24,20
c/C 18(94.7%) 36 (97-3%)
30-39
C/G+GG 1(51-3%) 1 (2.7%) 1,00 0,00-78,72
c/C 89 (95, 6%) 76 (96:2%)
=40
C/G+GG 4(4,3%) 3 (3,8%) 1,00 0,21-6,65
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(B) G-200T
N — Pacientes Controle Caso controle
ariave enétipo
> N = 140 N =154 P-valor 95%IC
Todos oS C/C 138(98,6%) 147 (95,5%)
sujeitos CIG+GG 2 (1,49 7 (4.5%) 0,177 0,04-1,63
Género
c/C 7(98,7%) 51 (94:4%)
Masculino
C/G+GG 1(1,4%) 4 (5,6%) 0,164 0,01-1,76
C/C 66(98:5%) 96 %)
Feminino
C/G+GG 1(1.5%) 3@ %) 0,648 0,02-5,39
Idade
C/C 27(96,4%) 37 (97,4%)
<29 1,00 0,00-52,97
CGIGG 1(3:6%) 1 (26%)
C/C 19(100%) 36 (97,4%)
30-39 1,00 0,00-35,27
CIG+GG - 1(2:7%)
C/C 92(98,9%) 76 (96,2%)
>40 0,33 0,01-3,05
CIG+GG 15 380

A Tabela 13 mostra a distribuicdo dos diferentgddtigos identificados nos diferentes
grupos selecionados para o estudo de associacBapl®tipo 4, CCCCATA SNPs (-787/-
785/-599/-517/-255/-200/-172) apresentou uma fregi@émais alta no grupo controle TST
(6,25%) enquanto o haplétipo 8, CCCTAGA foi encadtr apenas neste grupo numa
freqUéncia de 3,1%. O haplétipo 3, CCGCAGA foi artcado em todos 0s grupos estudados

com excecao dos contatos TST-, com frequéncia aftaisio grupo TBE (10,5%), sendo este
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0 Unico haplotipo encontrado neste grupo. O hgmdél, CCCCGGA néao foi encontrado

apos a retirada dos H¢ individuos sem informac&o.

Tabela 13:Descricéao da frequiéncia haplotipica nos diferegitepos estudados.

Hapl6tipo TB Geral TBP TBEP Contatos TST+ Contatos TST-

n=(140) (n=121) (n=19) (n=96) (n=58)

1 13092:8%) 113(93:4%) 0 g3(86:4%) 0

2 0 0 0 2,08%) 2 (3.4%)

3 5 (3.57%) 3 (2:47%) 2 (10,5%) 2 (2,08%) 0

4 2 (1,42%) 2 (1,65%) 0 6(6,25%) 0

5 2 (1,42%) 2 (1,65%) 0 1 (1.04%) 0

7 1 (0,71%) 1 (0,82%) 0 0 0

8 0 0 0 33,1%) 0

TBP: tuberculose pulmonar, TBE: tuberculose extrapuar, TST+: positivo no teste tuberculinico, TST-
negativo no teste tuberculinico.

Estes haplotipos foram analisados quanto a agsmcieom os desfechos estudados.
Como podemos observar na tabela 14, nenhum aposesessociacdo significativa com
nenhum dos desfechos avaliados, embora o haplli@CCCATA tenha apresentado uma
tendéncia a protecdo com os desfechos suscetdslper se¢ OR= 0,22;p-valor = 0,051 e

IC=0,03<1,23 e capacidade de infecg@oalor= 0,055; OR e IC indeterminado.
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Tabela 14: Andlise de associacdo dos haplétipos identificados os diferentes desfechos
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5.7- Padronizacédo das condicfes para amplificaca@pPCR da regido de interesse do
gene que codifica para o TNFa:

Com o objetivo de determinarmos as condic¢des igraes a amplificacdo da regido de
interesse no promotor do gene d&IF-a realizamos experimentos com gradiente de
temperatura onde foram testadas algumas variagires ®g >, DNA e aditivos como
glicerol, betaina, formamida e DMSO. Durante estgserimentos ndo conseguimos éxito na
amplificacéo utilizando a mesniaq polimerase (convencional) utilizada para a angagéo
do gene ddFN-y. Somente foi possivel a amplificacdo do fragmerdgonderesse quando
utilizamos araqGold DNA polimerase (Applied Biosystem Foster City, CAA). Com esta
enzima, além de uma boa especificidade conseguirmogsendimento maior em termos de
guantidade de produto amplificado. As figuras 18 @ (B) mostram o gradiente de

temperatura de anelamento.

M 1.2 3%4 556 7 8 D11 12

—— D G D G S Sw—

(A) (B)

Figura 18 (A): PCR de gradiente para padroniza¢cdo da amplificdediegido promotora do
gene deTNF-: (M) Marcador de peso molecular 100 bp ladder DRNAvitrogen Life
Technologies, Gaithersburg, MD, USA); Linhas de 12aPCR/ TNFe com gradiente de
temperatura: (1) 50,1°C, (2) 50,5°C, (3) 51,3°Q,53,7°C, (5) 54,4°C, (6) 56,4°C, (7)58,3°C,
(8) 60,3°C, (9) 62,6°C, (10) 64,0°C, (11) 64,7%2) (65,2°CFigura 18 (B): PCR/ TNFe com
gradiente de temperatura (continuacéo): (M) Marca#opeso molecular 100 pb ladder DNA,
(1) 65,4°C, (2) 65,9°C, (3) 66,4°C.

Com base neste experimento padronizamos as cordi@emplificacdo descritas na

tabela 15, nas seguintes condi¢cdesil28e mistura de reacdo contendo tampéao 1X; 0,5U de
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TaqGold DNA Polimerase (Applied Biosystems), 2mM dg®@h; 200uM dNTPs; 200ng de

cada iniciador e 100ng de DNA gendmico.

Tabela 15 Condi¢des de amplificacdo do geneldd--o

Gene Seqiiéncias dos Iniciadores (5'-3') Ciclagem Tamanho do
produto
94°C -% 1X
F:CAGGACCTCCAGGTATGGAA 94°C -1
TNF-a 65,9°C - 1’ 35X 855pb
R.: TAGCTGGTCCTCTGCTGTCC 790C  _ 1’
72° ) 1X

5.8- Amplificacdo das amostras apos padronizacdo eurificacdo dos produtos
amplificados:

Apos padronizacdo das condicdes de amplificacdeagdo da PCR foi realizada num
volume equivalente a metade do utilizado para divgtido do gendFN-y de modo a
permitir economia dos regentes, o que foi possigeido ao bom rendimento obtido com este
sistema. (figura 19). Para a purificacdo dos pragida PCR foi utilizado o Kit ChargeSwitch
da Invitrogen Life Technologies, como descrito emtariais e métodos por permitir melhor

rendimento do produto final (figura 20).

Figura 19: Amplificacdo da regido de interesse do gen&E-a com temperatura de
anelamento de 65,9°C utilizando 0,5UTai) Gold DNA Polimerase. Linhas de 1 a 12,
amostras de DNA dos pacientes 1P-12P; (M) Marca@pb ladder DNA (Invitrogen
Life Technologies, Gaithersburg, MD, USA); Linhas 13 a 24, amostras de DNA dos
pacientes 13P-24P; Linhas de 25 a 36, amostrasNi& d@bs pacientes 25P-36P;
Linhas de 37 a 48 amostras dos pacientes 37P-48P.
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Figura 20: Purificacdo dos produtos amplificados utilizando Kit
ChargeSwitch da Invitrogen. (M) Marcador 100pb EdbNA (Invitrogen Life
Technologies, Gaithersburg, MD, USA); linhas de 40grodutos amplificados
das amostras dos pacientes 1P-40P apoés purificacéo.

5.9- Sequenciamento e analise de SNPs em parte dggido promotora do gene que

codifica para TNF-a através do programa SeqScape (Applied Biosystemsp\s:

Estratégia de sequenciamentoOs produtos de PCR purificados foram submetidés a
reacO0es de seqlenciamento de forma a obter a semidgmpleta de todo o fragmento
amplificado. A figura 21 mostra a estratégia deedbs dos iniciadores bem como a
sequéncia referéncia (AB088112) utilizada pararfazeanalise e identificacdo de SNPs
encontrados na populacéo estudada. Toda a extelasdiegiao de interesse no gene foi
sequenciada com éxito em todas as amostras apéfizacdo das 4 reacdes independentes de
sequenciamento para cada amostra (aproveitament650&50pb de cada reagcdo com

iniciadores externos e 400-500 pb com iniciadanesrmos).
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agacagggccat gt agagggccccagggagt gaaagagcct ccaggacct ccaggt at gg \
aat acaggggacgt t t aagaagat at ggccacacact ggggccct gagaagt gagagct t
cat gaaaaaaat cagggaccccagagtt cctt ggaagccaagact gaaaccagcattatg
agt ct ccgggt cagaat gaaagaagagggcct gccccagt ggggt ct gt gaat t cccggg
ggt gattt cact ccccggggct gt cccaggcet t gt ccct gct acccgcacccagectttece

ct gaggcct caagect gccaccaageccccagcet cctt ct ccccgcagggeccaaacaca

ggcct caggact caacacagcettttccct ccaacccegttttctctccct caacggactc Produto
de PCR

agctttctgaagcccctcccagttctagttctatctttttcct geat cct gt ct ggaagt TNFa
(855pb)

t agaaggaaacagaccacagacct ggt ccccaaaagaaat ggaggcaat aggt tt t gagg
ggcat ggggacggggt t cagcct ccagggt cct acacacaaat cagt cagt ggcccagaa
gacccccct cggaat cggagcagggaggat ggggagt gt gaggggt at cctt gat gcttg
tgtgtccccaactttccaaat ccccgcececccgcgat ggagaagaaaccgagacagaaggt

gcagggcccact accgctt cct ccagat gagcet cat gggttt ct ccaccaaggaagtttt

ccgctggttgaatgattctttccccgccctcctctcgccccagggacatataaaggcagt]

t gt t ggcacacccafccagcagacgct ccct cagcaaggacagcagaggaccagct aaga

Figura 21: Estratégia de amplificacdo e seqiienciamentolE-a (Sequiéncia parcial da regido
promotora do gene que codifica para Ttletirada da seqiiéncia referéncia (AB088112). Qarsq
mostra a regido de anelamento dos iniciadorezaditis para amplificacdo e/ou seqiienciamento bem
como a regido de interesse (negrito). Em verderept&sentado o nucleotideo referente a posicdo do
mRNA (+1mRNA), referente ao inicio da transcric&m amarelo, estdo os iniciadores Externos
Sense e Antisense usados para amplificacdo e segiremto e em azul, os iniciadores internos Sense
e Antisense usados somente para seqiienciamento.

Apoés o alinhamento das sequéncias obtidas com i#mseiq referéncia AB088112 foi
possivel a identificacdo (figuras 22, A—C; 22.1F[@ 22.2, G-lI) e mapeamento de 7 SNPs

diferentes nesta regido do genelt--a na populacdo estudada (figura 25).
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(Adenina). (Citosina). vermelho (Timina).

Figura 22: Identificacdo de SNPs e dos gendtipos correspoeslerd gene de TN&-através da
visualizacdo do cromatograma apresentado no pregBegScape. (A) G-646A; (B) A-572C e (C)
C-422T (heterozigotos).
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Dois picos: um preto  Dois picos: um preto (Guanina) Um pico verde (Adenina)
(Guanina) e outro verde e outro verde (Adenina). homozigoto para a
(Adenina). (heterozigoto) mutacao.

Figura 22.1: SNPs, (D) G-376A (heterozigoto); (E) G-308A (hezgoto) e (F) G-308A
(homozigoto) para a variante mutante.

Andlise Molecular da regido promotora dos genescqgdédicam para IFNg TNF-a e SLC11A1 (NRAMP1) na Tuberculose
MARCIA QUINHONES PIRES LOPES




Resultados 91
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(heterozigoto) mutacao. (heterozigoto)

Figura 22.2: (G) A-238G heterozigoto; (H) A-238G homozigoto gar variante mutante e (l) G-
244A heterozigoto.

Apés a identificagdo dos SNPs presentes nas amosstadadas, procedemos ao
mapeamento dos mesmos na sequéncia correspondefiigaento amplificado (parte da

regido promotora do gene déNF-a). A figura 23 mostra a localizacdo dos mesmos na

sequéncia.
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3181 caatgggtaggagaatgtccagggctatgaaagtcgagtatggggacccéé?sttéiiga
égii agacagggccat gt agagggccccagggagt gaaagagcct ccaggacct ccaggt at gg
éggi aatacaggggacgtttaagaagatatggccacacactggggccctgagaé;igagagctt
éggi catgaaaaaaatcaégigccccagagttccttggaagccaagactgaaaccagcattatg

-674 - 646
3421 agtct ccgggt cagaat gaaagaagagggcct gccccagt ggggt ct gt gaatt cccggg
-614 -572

3481 ggtgatttcactccccggggct gtcccaggcettgtccct gectacccgcacccagectttc
- 554

3541 ctgaggcct caagcct gccaccaagcccccagcet ccttctccccgcagggecccaaacaca
-494 -488

3601 ggcct cfllggact caacacagcettttccctccaacceegttttctctccct caacggactc
-434 -422 -376
3661 agctttctgaagcccctcccagttctagttctatctttttcctgecatcct gt ct ggaagt
-374

3721 tagaaggaaacagaccacagacct ggt ccccaaaagaaat ggaggcaat aggttttgagg
- 314 - 308

3781 ggcat ggggacggggttcagcct ccagggt cct acacacaaat cagt cagt ggcccagaa
- 254 -244 -238

3841 gacccccct cggaat cggagcagggaggat ggggagt gt gaggggt at ccttgatgettg
-194

3901 tgtgtccccaactttccaaatccccgecccccgcgat ggagaagaaaccgagacagaaggt
-134

3961 gcagggcccactaccgcttcctccagat gagctcatgggtttctccaccaaggaagtttt
-74 - 65 -59 -52

4021 ccgctggtt@aat gafit cttt cfccgeect cct ct cgcceccagggacat at aaaggcagt
-14 +1mRNA 855

4081 tgttggcacacccagccagcagacgct ccct cagcaaggacagcagaggaccagct aaga

Todas as mutagGes ja descritas, porém nédo encastnacbopulacao estudada

Todas as mutagdes ja descritas encontradas naagépéstudada.

g0N

+1 mRNA, primeiro nucleotideo do sitio de iniciotdanscricdo usado como
referéncia para contagem referente a posicaouteatideos na regido
promotora.

Figura 23 — Produto de PCR TNFea (855pb): Mapeamento dos SNPs encontrados em parte da
regido promotora do gedeNF-a na populacdo de estudo. O esquema mostra a régidnelamento
dos iniciadores externos utilizados para ampliicag sequenciamento grifados em amarelo bem
como dos iniciadores internos usados somente psgglgenciamento em azul.
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5.10- Mapeamentos dos possiveis sitios de ligacdo de fato de transcricdo com
importancia molecular nesta regiao.

Através da uma analise silico conseguimos mapear 0s possiveis sitios de ligdgao
fatores de transcricdo na regido estudada. A figdrdustra os sitios encontrados e a posicéo

dos SNPs identificados em nossa populacéo de estudo

Mutacéo -646 Mutagéo -572 Mutagéo -422

Mutacao -244

-855 -401

Mutacdo -376 ~ Mutacéo -308
T e . ~
Sitios de |
|| || S|iti|os (|je Iifagéo a >HH0s deligagao

Oct-1
LT L NNATINY /7
N N |
Y Fatores d%scri(;io: CREB, +1

EBPap, NFATp, AP-1, Egr-1,
ATF-2/JUN, Nrf-1 e ETS

Mutagéo -238

-400 Possiveis Sitios de ligagdo
para fatores de transcri¢céo

Figura 24: Esquema da regido amplificada do gene @BlF-a contendo os sitios de

ligacdo dos fatores de transcricdo na regido pra@aotPrograma utilizado: TFscan

(braunschweig.de/TRANSFAC/index.h{ml que é parte do pacote do Emboss
(http://bioweb.pasteur.fr/seganal/interfaces/tfssemple e a base de dados transfac)
(html:/fembosssourceforge.net)

A maioria dos fatores de transcricao que foram cmwentemente descritos como estando
envolvidos na transcricdo do gemblF-a, incluindo CREB (cyclic AMP response element
binding), com EBP (element binding protemn)e B; NFAT p (nuclear factor of activated T
cells); SP-1, Egr-1, ATF-2/Jun, Nrf-1 e ETS, seaifigdentro dos primeiros 200 pares de
bases do inicio de transcricdo. Nenhum polimorfi$oagublicado nesta por¢ao proximal do
promotor, onde pode ser esperado que eles posflaenmar a transcricdo, enquanto todos
que foram publicados ocorrem em regides do quadrifisancia funcional ndo esta clara

(Tsai e cols., 2000).
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Exposicdo de mondcitos e macrofagos ao lipopokssdeos (LPS) resulta na ativacao da
via MAPK(mitogen-activated protein kinase), incldina ERK (extracellular signal-related
kinase), JNK (c-jun Nktterminal kinase) e cascatas p38. A transcricadd ME-a mediada
por LPS é dependente em CBP (CREB binding protipjoteinas coativadoras p300 e a
atividade transcricional intrinsica de CBP e p30fotencializada por LPS. O promotor do
geneTNF-a pode responder a diferentes vias de sinalizackorperutamento de diferentes
proteinas para 0 mesmo elemento enhancer, istu@ygdistintos de fatores de transcricdo
sao recrutados para um grupo fixo de sitios dedigalependendo do estimulo (Tsai e cols.,
2000).

Embora tenha sido publicado um sitio de ligacaaitumal na regido -600 para N,
isto parece controvérsio (Tsai e cols., 2000; Gddde cols., 1990; Trede e cols., 1995).
Kinight e cols., 1999 reportaram um sitio de ligag@CT-1 na posi¢cdo -376 e que
polimorfismo neste sitio altera a expressao do gemenondcitos. Alguns autores reportaram
que a posicao -308 da regido promotora deste gmiee glterar o sitio de ligacdo de fator de
transcricdo (Abrahan e cols., 1999) e a presencalelo -308A resulta no aumento da
producdo de TN (Louis e cols., 1998; Kroeger e cols., 1997). Erabos autores acima
tenham encontrado associacao entre o SNP-308Aesaide citocina, Bayley e cols., 2004

sugerem que o TNF SNP-308 e -238 ndo sao funcionais

5.11- Analise descritiva dos polimorfismos identiiados na regido de interesse do gene
de TNF-a na populagéo estudada (n=500)

Apoés analise das sequéncias das 500 amostras de @A&nientes dos individuos
arrolados no estudo através do software SeqScapblP8, jA descritos na literatura, foram

identificados na parte da regido promotora estudédgmento de 855pb) do gene que
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codifica para TNFa . A tabela 16 mostra as frequéncias absolutas iflrentes SNPs antes

da estratificacdo dos individuos em grupos pastude de associacdo (N=500).

5.11.1- Frequéncias absolutas e alélicas dos SNPsatrados na populacdo estudada

(n=500):

Tabela 16: Descricdo das frequéncias absolutas dos sete SiNfestedos na populagéo

estudada.
SNP NedeAmostas LSS omorigows aosoluta.
G-646A 5 5 - 1.0%
A-572C 5 5 - 1.0%
C-422T 1 1 - 0.2%
G-376A 29 28 1 5.8%
G-308A 82 77 5 16.4%
G-244A 11 11 - 2.2%
G-238A 47 44 3 9.4%

5.11.2- Distribuicdo genotipica e alélica encontda na populacdo geral

Apoés a identificagcdo dos SNPs mostrados na tabdkriar analisamos os diferentes
genotipos encontrados para cada SNP individualmént@abela 17 mostra a distribuicdo
genotipica e a frequéncia alélica referente a negimutante na populacdo geral, antes da

estratificacdo dos individuos em grupos para odestie associacdo (N=500). Como se pode
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observar a substituicdo de C para T na posicaofetZhcontrada em somente um paciente e

foi confirmada nas duas dire¢cdes e em mais de aat@o de PCR e sequienciamento.

Tabela 17:Distribuicdo dos gendtipos e das frequéncias alelieferentes a variante mutante
de cada SNP individual encontrado na regido deesse do gene dENF-a no total de

individuos analisados.

» NUmero de Frequiéncia Freguiéncia
Genotipo ; i ]
amostras  genotipica (%)  alélica (%)
GG 495 0,990 .
A 5 _ (f)0,005
AA 495 0,990 ]
A-572C AC 5 01010 .
c 5 _ (0,005
CC 499 0,998 _
C-422T cT 1 0,002 _
T 1 _ (0,001
GG 471 0,942 _
GA 28 0,056 _
G-376A
AA 1 0,002 _
A 30 _ (0,030
GG 418 0,836 B
GA 77 0,154
G-308A _
AA 5 0,010 _
A 87 - (f)0,087
GG 489 0,978 B
G-244A GA 11 0,022 _
A 11 _ (0,011
GG 453 0,906 _
GA 44 0,088
G-238A _
AA 3 0,006 _
A 50 - (f)0,050
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5.11.3- Determinacdo dos diferentes haplétipos emtdoados e suas frequéncias na
populacao geral.

Dentre as 500 amostras de DNA sequenciadas, so@emeesentaram homozigose para
a variavel mutante referente a 3 dos SNPs encagtireiaquanto 171 foram heterozigotas para
todos os SNPs. Vinte e nove apresentaram mutagaorzas de um SNP, assim, foi possivel
a determinacdo de 14 diferentes haplotipos, sem@o6gdestes precisam de confirmacao
futura (haplétipos 9; 10; 11; 12; 13 e 14), poreaspntarem heterozigose para mais de uma
mutacdo. A tabela 18 mostra os diferentes hap®tga freqtiéncia com que eles aparecem
na populacao geral.

Tabela 18:Descricao dos haplétipos identificados na regidmtizesse do gerleNF-a no
total de individuos analisados (n=500).

Haplotipos | G-646A A-572C C-422T G-376A G-308A G-238A G-244A  Freq. (%)
1 G A C G G G G 0,710
2 C A G G 0,006
3 G A C G A G G 0,146
4 G C C G G G G 0,006
5 G A C G G G A 0,020
6 G A C G G A G 0,040
7 A A C G G G G 0,008
8 G A T G G G G 0,002
o* G A C A G A G 0,044

10* G A C A A A G 0,06

11* G A C A A G G 0,002
12* G A C G A G A 0,002
13* G A C G A A G 0,004
14* G C C G A G G 0,004

*Haplétipos a serem confirmados.
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5.12- Estudo de associacgéao:

Para este tipo de analise referente ao gefddéex utilizamos as frequiéncias genotipicas
e alélicas de todos os SNPs identificados, alémfrégagiéncias haplotipicas observadas e
comparamos entre 0s grupos que representaram eserdds desfechos avaliados. Tanto o
tamanho amostral (pacientes e controles) como fesedies desfechos foram os mesmos

avaliados para o estudo de associacdo com 0s SBEEfES no gene teN-y.

5.12.1- Avaliacdo da possivel associacdo entre osngtipos identificados para 0s
diferentes SNPs individuais presentes na regido deeresse dentro do promotor do gene

de TNF-a com a ocorréncia de TB ativa.

A tabela 19 mostra a distribuicdo das frequénciamotpicas de cada SNP
individualmente nos grupos de pacientes com TB (IBHBE) e controles TST+. A
avaliacdo da possivel associacdo destes gendtposuscetibilidadger sea ocorréncia de
TB ativa foi realizada através da comparacdo déstg&éncias entre estes grupos. Nenhuma
diferenca significativa foi observada. A avaliagd@ possivel associacdo dos diferentes
genotipos do gene dENF-« com a ocorréncia de TBP e TBE separadamente tanfifiém
realizada, porém, assim como para a @ se(TBP mais TBE) nenhuma associacdo foi

encontrada em nivel de gendtipo (dados ndo mostrado
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Tabela 19 Avaliacdo da associacdo entre os diferentes ipaEsdtseparadamente com
suscetibilidadger sea ocorréncia de TB ativa.

) - Pacientes Controles
Loci Gendtipo P-valor OR IC
(N=140) TST+ (N=96)

GG 139 95

-646 1,00 0,68 0,0%25,33
GA 1 1
AA 138 95

-572 1,00 0,10<38,92
CA 2 1 1,38
CC 140 96

-422
CT 0 0 - - -
GG 127 93

-376 GA 11 3 0,11 3,17 0,81<14,46
AA 2
GG 118 83

-308 GA 19 11 0,78 1,19 0,54<2,67
AA 3 2
GG 136 92

-244 0,71 0,68 0,143,31
GA 4 4
GG 123 88

-238 GA 15 8 0,47 1,50 0,58<3,97
AA 2

Para avaliacdo da associagdo dos SNPs encontnadpare da regido promotora do
geneTNF-a com gravidade da doenca, analisamos as frequégerasipicas de todos os
SNPs identificados e comparamos entre os grupogpulBionar e TB extra-pulmonar. A
tabela 20 mostra esta avaliacdo e podemos obsgumeao SNP-572A>C foi o0 Unico que
apresentou diferenca significativa com RR= 8,12 K20<12,67 d-valor = 0,0175, com
indicacao de risco para gravidade da doenca. Bitagrfismo também foi avaliado quanto a
frequéncia alélica e os diferentes grupos que cohlmgou os desfechos em estudo e
novamente observamos uma associacao de risco awdape(RR= 7,72; IC= 5,69<10,47

e p-valor = 0,0179)(dados ndo mostrados).
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Tabela 20: Avaliacdo da associacdo entre os diferentes gesdtgeparadamente com
gravidade da TB pulmonar x extrapulmonar.

TBP TBE

Loci Gendtipo N=121 N=19 P-valor RR IC
GG 120 19

-646 GA 1 0 1,00 0,00 0,00<115,2
AA 121 17

-572 AC 0 5 0,0175 8,12 5,20<12,67
cC 121 19

422 cT 0 0 - - -
GG 111 17

-376 GA 10 1 0,506 1,25 0,33<4,79
AA 0 1
GG 101 17

-308 GA 18 1 0,392 0,63 0,16<2,54
AA 2 1
GG 117 19

-244 GA 4 0 0,554 # #
GG 106 17

-238 GA 14 1 0,585 0,85 0,22<3,37
AA 1 1

RR Risco Relativo

A fim de avaliarmos a associacdo entre os difesegeEndétipos com a capacidade de
infec¢@o, procedemos a comparacdo entre as fregi8égenotipicas presentes no grupo de
controles TST+ com as encontradas no grupo TSTenluma diferenca significativa foi
encontrada (dados ndao mosrados).

Assim como par#éN-y, procedemos também uma analise para verificarmmaspossivel
associacdo entre as diferentes variantes alélicaantes e os desfechos em estudo.
Selecionamos os SNPs mais freqlentes na regidueatesse do gene d&F-u: -376G>A, -
308G>A, -244G>A e -238G>A e comparamos as respEtifreqiéncias alélicas
correspondentes a variante mutada entre os diér@mtipos que compunham os desfechos
em estudo (tabelas 21A; 21B; 21C e 21D). O SN\ -376G>A apresentou diferenca

significativa para o desfecho suscetibilidpege se(P=0,035; OR=3,57; IC= 0,885,72). Na
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avaliacdo do desfecho gravidade esta diferenga&s significativa P-valor = 0,038 e RR=

2,68), todos os outros desfechos avaliados nageeeam diferencas significativas

Tabela 21A: Distribuicdo da frequéncia alélica referente aarge mutantd NF-« -376A e
andlise de associacdo com os diferentes desfeshuados.

SNPTNF-a-376A

Diferentes desfechos Grupo
Ocorréncia de TB Pacientes TST+ P-valor OR IC

Ativa (fa) 0,054 0,016 0,035 3,57 0,95<15,72

L TBP TST+
Ocorréncia de TBP (fa) 0,041 0,016 0,201 272 0,6812,62

. TBP TBE
Gravidade da doenca (fa) 0,041 0,052 0,038 2,68  1,2X%586

Infeccao Latente ST+ TST-
¢ (fa) 0,016 0,017 0,90 0,623 0,1x<7,86

*Risco relativo

Tabela 21B: Distribuicdo da frequéncia alélica referente aargg mutantd NF- -308A e
analise de associacao com os diferentes desfestumtados.

SNPTNF-a -308A

Diferentes desfechos Grupo
Ocorréncia de TB Pacientes TST+ P-valor OR IC
Ativa (fa)0,089 0,078 0,795 1,16 0,57<2,38
. TBP TST+
Ocorrénciade TBP 5 091 0,078 0,760 118  0,57<2,47
. TBP TBE
Gravidade da doenca 5 g1 0,079 0,550 0,87*  0,29<2,64
nfecedo Latent TST+ TST-
nieccao Latente (f2)0,078 0,060 0,720 1,32 0,49<3,70

*Risco relativo
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Tabela 21C:Distribuicdo da frequéncia alélica referente aarge mutantd NF-« -244A e
andlise de associacdo com os diferentes desfeshuados.

SNPTNF-a -244A

Diferentes desfechos Grupo
Ocorréncia de TB Pacientes TST+ P-valor OR IC
Ativa (fa)0,014 0,021 0,41 0,67 0,14<3,21
I TBP TST+
Ocorréncia de TBP (fa)0,017 0,021 0,493 0,77 0,16<3,73
. TBP TBE
Gravidade da doenga (f)0,017 0,000 0.556 # #
Infeccéo Latente ST TST-
¢ (fa)0,021 0,017 0,593 1,21 0,19%<9,69

*Risco relativo

Tabela 21D: Distribuicdo da frequéncia alélica referente aarge mutantd NF-« -238A e
andlise de associacdo com os diferentes desfeshuados.

SNPTNF-a-238

Diferentes desfechos Grupo
Ocorréncia de TB Pacientes TST+ P-valor OR IC

Ativa (fa)0,068 0,042 0,316 1,67 0,68<4,26

. TBP TST+
Ocorréncia de TBP (fa)0,066 0,042 0,370 163  0,64<4.25

. TBP TBE

Gravidade da doenca  ¢1 5gg 0,079 0,491 1,18  0,40<3,48

Infecgdo Latente TST+ TST-
¢ (fa)0,042 0,069 0,434 0,59 0,1%1,78

*Risco relativo

A tabela 22 mostra a distribuicdo dos 14 haplétipossiveis nos diferentes grupos

utilizados para o estudo de associacdo. Nenhunotifaplapresentou diferenca significativa
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de frequéncia entre os grupos estudados (dadomaéivados) e a distribuicdo dos mesmos

foi bastante homogénea.

Tabela 22: Frequéncia haplotipica referente aos SNPs encs#traa regidao estudada do
gene de TNFe nos diferentes grupos estudados.

. TB Geral TBP TBE Controles PPD+ Controles PPD-
Haplétipo
N= 140 N=121 N=19 N=96 N=58

1 QEb7:9%) g67.8%) 0 7(72:9%) 4069%)
2 2L4%) 10:8%) 0 0 0

3 1g13:6%) 1 714.1%) 2(10,5%) 17(11.5%) 7(12,1%)
4 10.7%) 0 1(5:26) 0 11.72)
5 32.1%) 3(2.5%) 0 A4:2%) (3.4%)
6 £5 %) 65%) 105, 3%) 5(5:2%) 5(8.6%)
7 10.7%) 10.8%) 0 11.1%) 1(L.7%)
9 g6%) g(6.6%) 1(5:3%) 3(3.1%) o(3,4%)
11 1(0.7%) 10.8%) 0 11.1%) 0
12 10.7%) 10:8%) 0 0 0
13 10.7%) 10:8%) 0 0 0
14 10.71) 0 1(5:26) 1(1.04) 0

Apos a genotipagem de todas as amostras e avatiag&sociacdo dos SNPs encontrados
na regido promotora do gene que codifica &&-« com os diferentes desfechos propostos,
os polimorfismos encontrados com maior frequéniosmlata (-376G>A, -308G>A, -244G>A
e -238G>A) foram testados numa analise estratdicedntra as variaveis demogréficas
género e idade para verificar a influéncia das nagsiNenhuma diferenca significativa foi

encontrada para género ou idade (dados ndo masgrado
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5.13- Padronizacdo das condicdes para amplificacior PCR da regido de interesse do
gene que codifica para SLC11A1 (NRAMP1)

Apés o desenho dos oligonucleotideos a serem adir para a amplificacdo e
sequenciamento da regido de interesse no geneodifie@ para 0 NRAMP lrealizamos um
experimento com um gradiente de temperatura cohjetivo de determinarmos as condi¢des
de estringéncia da reacdo de amplificacdo, ondamfotestadas também as diferentes
concentracdes de Mg', DNA alvo e glicerol. As variacbes de temperatdicsam
programadas no termociclador PX2 Thermal Cycle iffioe Electron Corporation), que
permite um gradiente de temperatura entre 50°C@ ZOm uma variacao a ser estabelecida
pela maquina. A figura 25 mostra o gradiente dgeratura de anelamento. Com base neste
experimento, a temperatura de 65,9°C foi escolbida condicdes ideais para amplificacdo

estao descritas na tabela 23.

1 2 34 5 6 7 89 1011 1213

600pl

Figura 25: PCR de gradiente de temperatura para padronizigaistema para
amplificacdo da regido promotora MRAMP1 linha 1: marcador de peso molecular
100 bp ladder DNA; linhas 2 a 13) gradiente depematura: (2) 51,1°C, (3) 51,5°C,
(4) 52,3°C, (5) 54,7°C, (6) 56,4°C, (7) 58,4°C,6Bp°C, (9) 62,3°C, (10) 64,0°C
(11) 64,7°C, (12) 65,2°C e (13) 65,9°C.
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Tabela 23 Condicdes ideais para a amplificacdo do géRAMP1
Gene Sequéncias dos Iniciadores (5-3’) Ciclagem Tamanho do
produto
94°C -5 1X
F:CACCACTGCACTTCACACCT 94°C -7
NRAMP1 65,9°C — 1} 35X 1019pb
R: TCCACCCAGTGAGATTGAGTC 720C _ 1’
72° -5 1X

5.14 - Amplificacdo das amostras ap0s padronizac&opurificacdo dos produtos

amplificados:

Com base no resultado do experimento acima, ongstei padronizado nas seguintes

condicOes: temperatura de anelamento de 65,99€auntlo 200ng de cada iniciador, 00

de dNTPS, 1U d&aqDNA polimerase (Invitrogen), 2mM de Mg 10% glicerol e 100ng de

DNA alvo. A figura 26 mostra a amplificacdo de Ifiastras de pacientes nas condi¢cdes

acima e a figura 27, a purificacdo dos produtoP@&R com o meétodoirf house” com

precipitacdo por acetato de amodnia para conceptfatal de 2,5M, utilizado para todas as

purificacdes dos produtos amplificados.

8 9

1011

Figura 26: Amplificacdo da regido de interesse do gene qudicaghara TNFet com
temperatura de anelamento de 65,9°C. Linha 1: rdarcde peso molecular 100pb
ladder DNA,; linhas: 2 a 8 amostras provenientespdméentes 1P-7P, linha 9 amostra

referente ao paciente 8P ndo amplificada e linBas 11 amostra 9P e 10P
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Figura 27:linhas 1 a 12, 13 a 24 purificacao dos produtggslificados por precipitacdo com acetato de
amonia 2,5M (concentracao final), (M) 100pb marcatpeso molecular Ladder DNA.

5.15 - Seqglienciamento e analise de SNPs em parte da é&gipromotora do gene que
codifica para NRAMP1.

Como paraTNF-a e IFN-y, os produtos da PCR de NRAMP1 purificados foram
submetidos a quatro reacdes de seqienciamentarda éoobter uma seqiéncia integral de
boa qualidade da regido de interesse no promotfigua 28 mostra a seqiiéncia referéncia
(AF229163) utilizada para a estratégia de deseonbdniciadores bem como para a andlise e
identificacdo de SNPs. Como podemos observar, emisB sequéncias repetitivas
(sublinhadas em negrito) muito grandes, abrangepaides importantes da regido de
interesse: A primeira comecga exatamente no prinmeiobeotideo do fragmento amplificaeo
1 do promotor (repeticatg), outra no meiot@tgtgtgtgtacg/tg) e outra no final, constituida
de 31 adeninasfaaaaaaa@aaaaacgpaaaactaaaaaaaaaan Isto tornou o sequenciamento
desta regido muito dificil porque a reacdo com middor externo antisense perde
inicialmente de 80 a 100pb de leitura e quandogééecia comeca ficar boa encontra uma
regido repetitiva que € o inicio do promotor e eai diante ndo prossegue (dados nédo
mostrados). Os iniciadores internos sense e am@s@mbém anelam dentro de uma regido
repetitiva o que deve dificultar o anelamento e eoperda inicial normal no inicio da leitura,
0 aproveitamento € muito pouco uma vez que loggata repeticdo e ndo completa a reacao.
O mesmo acontece com o iniciador externo sensegiar muito proximo a uma sequéncia
repetitiva de adeninas ndo consegue seguir o seigilnto e desta rea¢cdo ndo conseguimos

aproveitar nada. Outra estratégia, mostrada naafig@, consistindo de desenho de quatro
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iniciadores para fazermos a reacédo de sequenciaraentente em uma direcdo também foi

testada, porém sem éxito.

-658  Primer Ext. Sense

5401 gcaccact gcacttcacacct cact ct agcct gggt gacagagcgagaccttgtctctaa

- 598 Sequéncia Repetitiva

5461 aaaaaaaaacaaaaaacgaaaaaccaaaaaaaaaaagggt gggggt ggaat agaat aaac

- 538

5521 aact ct gagaagggacat gat ct ggt gacaat ct caagt gaat cagt ggt t gaaccagga

-478

5581 ccagat cccagt gccccat ctt ct ggggacgt cct gggt ct gaat ctt caat gcat gtcc

-418

5641 cttctgcagtgccttcctctgtggecct caaagggaaact gaagccttt gaggacat gaa

- 358

5701 gactcgcattaggccaacgaggggt ctt ggaact ccagat caaagagaat aagaaagacc
-298 Seqiiéncia Repetitiva Prinmer Interno Sense

5761 tgactctgtgtagtgtgtacgtgtgtgtgtacgtgtgtgtgtgtgtgtgtggcagagggag
-238

5821 gt gt ggt cat ggggt at t gacat gaat acgcaaggggcaggaagcat ct gaaat cagagc
-178

5881 taacttgggaggcacagaacacggggt gcct ggaaggggaacagat gt gt t gt ggggcac
-118

5941 agggcaggct gggaggggaacaaaggt ccact ccat gggt aaccagacccttccgccagg
-58 Sequéncia Repetitiva  +1
6001 gctggccacttctgectttggaaaatgtttcacaacgccccatgtfgtgtgtgtgtgtga

Primer Interno Antisense
6061 at cggccgat gt gaaccgaat gt t gat gt aagaggcagggcact cggct gcggat gggt a

6121 acagggcgt gggct ggcacact t actt gcaccagt gcccagagagggggt gcaggcet gag
6181 gagct gcccagagcaccgct cacact cccagagt acct gaagt cggceat tt caat gacag

6241 gt gagt agt ggcccct agggacagagcct gat t ggggggt ggagt ggaggagat cact ag

6301 gct ggt ggagactt gaggaagcaagaaagccctt ggt cccct gt ggaagcect ct ggt ccc
Primer Ext.Antisense

6361 ccgt gggagt cct agt ct agaacacagt t ct ggacaccagact caat ct cact gggt gga

6421 gtccttcacacccctaagcggtctacctttcctttgtctgaagt ccgt ggat caaageccc

[ ] Iniciadores externos utilizados para amplificac@e@lienciamento.
[ Iniciadores internos utilizados somente para segjéigrento.

Bl +1 mRNA, sitio de inicio da transcricdo usado ceeferéncia para contagem
negativa na regido promotora.

Il ATG, codon de inicio da tradug&o.

Figura 28: Estratégia de amplificacdo e seqienciamentoNBAMPL (Seqiéncia parcial da regido
promotora do gene que codifica para NRAMP1 retidalaeqiéncia referéncia (AF229163). Em negrito e
sublinhado podemos observar as seqiiéncias repstitivlongo da regido de interesse no promotor.
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Figura 29: Estratégia para o seqlienciamento da regido dessgno promotor do gene que codifica

para NRAMP1
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6. Discusséo

A tuberculose € uma doenca infecciosa cronica, resalta das respostas de fatores
imunologicos, genéticos e ambientaisMgcobacterium tuberculosientre os principais
fatores de risco para o desenvolvimento desta raidade encontram-se caracteristicas
exdgenas como o alcoolismo, a desnutricdo, a iatepglo HIV e algumas condicbes de
imunossupressao. Adicionalmente, varios fatoregtgars também tém sido associados com
diferentes desfechos como: suscetibilidpde sedo hospedeiro a ocorréncia de TB ativa,
gravidade da doenca e/ou protecdo ao desenvohonmantmesma (Amim, 2007; Henao,
2006Correa, 2005; Tso, 2005; Awomyi; 2002; Hill96%.

O estabelecimento de uma resposta imune eficientel\ve varias moléculas, dentre as
quais, as citocinas e seus receptores que deseampanh papel extremamente importante.
Deste modo, qualquer alteracdo genética levandodificacdo na regulacdo da expressao
génica pode refletir nesta resposta. Sabe-se gagagao interindividual na producéao destas
moléculas esta diretamente relacionada ao “backdrogenético. Dados da literatura tém
demonstrado claramente que a variabilidade gendtisagenes que codificam para estas
moléculas pode afetar a regulagdo da expressdoccaggisitiva ou nhegativamente
influenciando na producdo final da molécula em tficesNa Ultima década, varios
Polimorfismos de Base Unica (SNPs) na regido régugade diferentes genes de citocinas
foram descritos e associados com suscetibilidadejdade ou protecdo para um numero
crescente de doencas de etiologias diversas iddwrtuberculose.

Dentre as variagcdes genéticas possivelmente adasc@mm um aumento do risco de
desenvolver TB, podemos citar, polimorfismos emegeque codificam para certas citocinas
como IL-8 e IFN (Maderuelo e cols., 2003, Amim e cols, 2007), guas receptores de

citocinas, tais como, IL-10R (Flynn e cols., 199%)N-yR1 e R2 (Newport e cols, 1996;

Jouanguy e cols, 1996; Fraser e cols., 2003) €RB1 (Altare e cols., 1998; Fraser e cols.,
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2003). Adicionalmente, polimorfismos presentes eameg que codificam para outras
moléculas envolvidas ou ndo com a resposta imangyém foram identificados, tais como
receptor de vitamina D (Wilkinson e cols., 2000yptBina de Resisténcia Natural 1
Associada ao Macrofago - NRAMP 1 (Bellamy e cdl998; Abe e cols., 2003) , e HLA
classe Il DR2 (Brahmajothi e cols., 1991; Bothandeyols., 1989). A presenca ou ndo de
variantes alélicas nos respectivos genes que cadifpara estas moléculas influenciam em
diferentes graus o risco relativo em diferentepgsiétnicos e paralelamente, podem também
desempenhar um papel modificador em relacdo adg@deida apresentacao clinica.

Vérios estudos tém demonstrado, que as manifestagiiecas dos pacientes com TB
doenca, podem estar associadas ao maior nivel adugiio de IFM pelas PBMCs
(Peripheral Blood Mononuclear Cgllestimuladas peldl. tuberculosis em relagcdo aos
individuos com TB infec¢éo (contatos TST+) (Sanahepls., 1994; Zhang e cols., 1995). O
interferony € essencial na resposta imune a infec¢des, épdadprincipalmente por células
NK e linfécitos T ativados e age como um regulader apresentacdo de antigeno e
proliferacdo da subpopulacdo de linfocitos na fasbseqlente antigeno especifica da
resposta imune (Casanova, JL e cols., 2002; L cDls., 2002).

Assim como IFN-y, TNF-a também € uma potente citocina pro-inflamatéria e
desempenha uma importante funcdo na protecdo dgepats intracelulares (Rico, MA e
cols., 2001; Guidotti, LG e cols., 1994).

A presenca de polimorfismos nos genesTti#--a e IFN- y tem sido descritas desde a
década passada (Arora, 2005; Chevillard, 2002;Bre®00; Giedraitis, 1999; Mira, 1999;
D’Alfonso, 1996) inclusive com estudos de asso@agdm tuberculose. Contudo, sabe-se
também que a frequiéncia dos polimorfismos ja descvaria muito de acordo com a etnia
da populacdo estudada. A maioria dos trabalhosakzada em populacbes etnicamente

homogéneas e, portanto, muitas das associacOestategara uma determinada variante
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alélica pode néo representar fator genético d® ®se outras populacdes. No Brasil, pais
com uma populacdo etnicamente mista, poucos sadadss referentes a frequéncia de
polimorfismos de base Unica nestes genes e 0s p@stodos existentes, prendem-se a um
ou dois SNPs somente. Tendo em vista a importé@aciagido promotora no que diz respeito
a regulacédo da expressao génica, resolvemos retgtibo@roceder ao mapeamento de parte
da regido promotora dos genesTd¢F-a e IFN- y (800pb acima do sitio de iniciacdo de
transcricdo) através de sequenciamento em indisigotadores de TB e controles sadios.
Posteriormente, com base nas frequéncias encostdadadiferentes SNPs individualmente
para cada gene, procedemos um estudo de assod@g@icesmos com diferentes desfechos
da tuberculose. Trata-se do primeiro estudo reddizea populacdo brasileira mostrando o
mapeamento desta regido do promotor através daagfb de sequienciamento (padrédo
ouro), capaz nao somente de identificar SNPs jatanties como também polimorfismos

ainda nao descritos na literatura.

6.1- Polimorfismos na regido promotora déFN- ye sua associa¢cdo com TB.

A parte mais importante do promotor do géf-y foi identificada através de estudos de
analise de delecdo (Chrivia e cols., 1990; Penpols., 1993). Ele envolve uma regido
altamente conservada de -117 a -47 e contém dbagides que podem formar complexo
com proteinas. A sub-regido proximal (-90 a -65ktmeoforte homologia ao promotor IL-2
(Penix e cols., 1996). A ativacao do fator-2 dedcaicdo (ATF-2), o c-Jun heterodimero e o
c-Jun homodimero estdo envolvidos na ativacdoatesdricdo déFN-y por ligar-se a este
elemento homdlogo (NF-IL2). Contrariamente, o eletoale resposta AMP-ciclico que liga
proteina (CREB- response element binding proteiitei esta transcricdo por intermédio da
ligacdo a NF-IL2. A subregido distal (-113 a -9@galo fator GATA-3 que desempenha uma

funcéo crucial na diferenciagdo Th1/Th2 (Chevilla@d e cols., 2002; Young, HA e cols.,
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1994). Por isto, o grande interesse de investigaraexisténcia de sitios polimorficos na
regido promotora do gemieN-y, particularmente considerando a funcao crucidbdatocina
na iniciacao da resposta imune.

Em nossas analises apds o sequenciamento dosgeatiuPCR para parte do promotor
do gene ddFN-y detectamos sete sitios polimorficos, dos quaistrquainda ndo estéao
descritos na literatura nem em banco de SNPs. thnaitdo de C para T ainda ndo descrita
foi identificada na posicéo -787, a partir do s transcricdo, em cinco individuos, todos
heterozigotos. Outra, também de C para T j4 dasondgtbanco de SNPs, na posicao -785
também foi encontrada em cinco individuos, todegerozigotos, porém, nenhuma referéncia
a este SNP foi encontrada na literatura. Outras3iéPs ainda ndo descritos, transicao de C
para G na posicao -599, C para T na posicdo -5A7para G na posicdo -255 foram
encontrados em nossa analise. Finalmente, maiStitts transicdo de G para T na posicao -
200 e A para G na posicao -172, ja descritos e dmnacterizados Chevillard e cols., 2002
foram encontrados na nossa populagéo.

Um dos maiores problemas encontrados para realizdgamepeamento dos SNPs
através do sequenciamento em relacdo aos dadoterddula e aos diferentes bancos de
SNPs disponiveien line é a falta de uma padronizacdo em relacdo ao riiddeoreferente
ao sitio de iniciacdo da transcrigcdo +1. Muito®eeg denominam os SNPs identificados em
relacdo ao sitio de tradugdo ou usam seqUéncieerémefas contendo erros de
sequenciamento. Com isto, a denominagcdo de um mé&dikb pode diferir dependendo
destes erros (ex: SNP -200G>T que foi primeiramdaserito por Chevillard e cols., 2002
como -183, posteriormente denominada -179 por Brea@ols., 2002 e finalmente corrigida
neste estudo para a denominacgao correta de -20@enominacao atual, feita através deste
estudo baseia-se na correcao da sequéncia reteréiticiada nos estudos anteriores e que ja

se encontra disponiveh line Estes tipos de erros dificultaram sobremane@maaise inicial
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das sequéncias obtidas em nosso estudo no quespizito a identificacdo de novos SNPs,
pois tivemos que realizar uma busca dos SNPs fibakds pela sequéncia depositada no
banco de SNPs e posteriormente procedermos unaalgito com a sequéncias obtidas em
nosso estudo. Adicionalmente, problemas ainda emipodem ocorrer como, por exemplo,
associacoes divergentes de um unico SNP, cuja deac&o foi equivocada, em uma mesma
populacao (Tuner e cols., 1997;).

A frequéncia de cada polimorfismo foi determinada populacdo de estudo, como
observamos na tabela 4. Nesta populacédo, a frei@li@etica da variavel mutante para todos
0os SNPs foi menor que 1% com excecdo da variarit8G50.014) e -200T (0.014).
Conforme descrito por Chevillard e cols., 2002, estudo realizado na populacdo Sudanesa,
embora préximos, os SNPs -183 e -155 (em nossal@sf200 e -172) ndo estavam em
desequilibrio de ligacdo, pois nenhum individuore@nr ambas as mutacbes. Podemos
destacar também que a freqiéncia encontrada pargaate -200T em nosso estudo (0,014),
ficou entre as frequiéncias obtidas por Bream,elJEbls., 2002 de (0,040) em Americanos
Africanos e menor que (0,001) em Americanos Eurspgraticamente nao polimaorfico.

Funcionalmente, sabe-se que os polimorfismos (£268072) podem afetar a transcricao
do genelFN-y. A regido de -213 a -200 induz a transcricdo asaslo fator-1 (AP-1)
(Barbulescu e cols., 1997). Um polimorfismo nest® gposicao -200, por exemplo) deve
alterar a ligacdo de AP-1 e a atividade do promo&w células T. A sequéncia contendo a
transicdo -172 ndo tem forte homologia com alguposto sitio de ligagdo para fator de
transcricdo conhecido. Contudo, ele esta proximsitio nuclear de fator de ativagédo de
células T (sitio NFAT) (-186TAAAGGAAA-178) e devdetar a estabilidade desta regido
(Bream, JH, 2002).

A variante IFNy -200T é altamente induzivel por TNF€ liga constitutivamente a

extratos nucleares obtidos de células T, enquardtelo -200G néo responde ao THNF-
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(Ping, AN e cols., 2003; Bream, JH e cols., 20@2)nducdo da atividade transcricional,
proporcionando um aumento na producéo de yRhHuzido por TNFa quando o alelo T
esta presente, aumenta a protecdo a tuberculoss d@sdos corroboram com o resultado
obtido na nossa andlise de suscetibilidqaeleseem que encontramos protecdo conferida pela
variante -200TRP=0,033; OR 0,18; IC 95%, 0,03-1,00) a ocorréncid Beativa.

Segundo Bream, JH e cols., 2002, a regidao promaloragenelFN-y é altamente
conservada, sugerindo assim que as variacoes dagdim desta citocina sdo provavelmente
devido a diferenciacéo na ligacdo a fatores reguds, em vez de polimorfismos no gene, o
que € compativel com nossos resultados. Nado eacoo$r muitas variagbes em nossa
populacdo e os poucos SNPs identificados se apaeaen numa frequéncia baixa. Os
polimorfismos encontrados com uma frequéncia mkég faram o -200G>T e -599C>G
estando este ultimo, localizado entre dois supastas de ligacdo a fatores de transcricao.
Como se trata de um SNP ainda ndo descrito natlitey, estudos funcionais fazem-se
necessarios para comprovacado de sua importanc@ofiah. O SNP -200 é de grande
interesse nos estudos de associacdo pela impartahscutida acima, contudo, este
polimorfismo nédo foi encontrado nas popula¢cdes @redantemente caucasiana, Indiana e
Chinesa, o que sugere que diferentes forcas sedefivdem estar operando em diferentes
grupos étnicos ou raciais. Estes dados corroboameacevidéncia de qUEN-y seja muito
importante na resposta imune e que mutacdes qedinamn na sua producdo possam
influenciar no desfecho da tuberculose ativa corstrado recentemente por Amim e cols.,
2007; Tso e cols., 2005 e Rossouw e cols., 2003epqr isso, uma forca seletiva faz com

gue esse gene seja tdo conservado.
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6.2- Polimorfismos na regido promotora d& NF-a e sua associagdo com TB.

O TNF-a € uma citocina pro-inflamatéria e imunoregulatégize desempenha uma
funcdo chave na iniciacéo, regulacéo e perpetudgatefesa do hospedeiro contra infeccao,
mas é fatal em excesso. Como esta molécula desbmpem papel importante contra uma
variedade de patdégenos envolvendo diferentes padideiscos e beneficios, espera-se que
isto favoreca uma maior diversidade de elementoétg®s que controlam sua producao.

Os niveis de TN circulantes sao regulados em diferentes estagimsscricional e
pés-transcricional, envolvendo a estabilidade dd\wRa clivagem da forma de membrana
para liberar a forma solGvel da proteina e expoeskireceptores. Varios polimorfismos
dentro da regido promotora d&lF-a tém sido associados com niveis circulantes albsrad
desta citocina.

Em humanos, o gene deNF-a esta localizado dentro do complexo envolvendo os
Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA), uma regiianaente polimoérfica no cromossomo
6p21.3. Muitos dos polimorfismos encontrados ncegdsil NF-a estdo em desequilibrio de
ligacdo com genes do HLA e entre si. Por causaldeencas na distribuicdo dos alelos de
HLA poderiamos esperar variagbes em associacoes polimorfismos de TNF e varias
condicBes em areas geograficas diferentes.

A analise do genoma humano mostrou que o nivel alagbes do genoma €
aproximadamente 1 SNP/1,71Kb (Cargill, M e col899). Contudo, o promotor do gene de
TNF-a possui uma alta densidade de SNPs (aproximadarh@rg@&lPs por Kb) em relacdo a
outras porcdes do genoma e ao cromossomo 6. Adeste nivel de variacdo, as regides
envolvidas na regulagdo do gene séo altamente manss em humanos (Favo e cols., 2000;

Tsai e cols., 2000 e Tsytsykova e cols., 2002). altas possiveis explicacdes para o alto
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namero de SNPs no promotor desse gene € que phmente eles tenham se acumulado nas
regides do promotor ndo essenciais para regulazgerte.

Em nosso trabalho, realizamos o mapeamento do®iposn800pb da regido promotora,
atraves de sequienciamento direto do produto acguidi por PCR, em 500 amostras de DNA
provenientes de individuos residentes na area pwitana do Rio de Janeiro e encontramos
sete polimorfismos ja descritos na literatura, dome bem caracterizado. A frequéncia
alélica de cada polimorfismo foi determinada nauytagho de estudo e como podemos
observar na tabela 17, nenhum polimorfismo novadentificado. O mapeamento mostrou
também que dos sete SNPs identificados somentariasites -376A, -308A, -244A e -238A
apresentaram frequiéncias maiores que 1% (0.0387;000011 e 0.050). A influéncia desses
SNPs na ligacéo de fatores de transcricdo ainddan@ompletamente explorada, a maioria
dos estudos se concentram na associacdo de umiso&NBs com diferentes doencas. Os
SNPs -376; -308 e -238 tém sido os mais estuddfimbora os resultados dos estudos
funcionais realizados até entdo para os SNPs -3P88esejam controversos. Acredita-se que
a variante -308A esteja associada a um aumentxaale transcricdo levando a um aumento
na producao de TNE-(Wilson, AG e cols., 1997) e a variante -238A coma diminui¢ao
da taxa de transcricdo. Com relacdo ao SNP -376@fedentes estudos mostram que este
polimorfismo esté localizado em uma regido de mlas interacdes entre proteinas e DNA e
que o alelo menos comum, atua no recrutamento dieipas OCT1 para esta regido.
Segundo Kinight e colaboradores (1999) existe um@ortante interacdo entre a variante -
376A e as proteinas OCT-1, esta variante liga &s ggoteinas enquanto a variante -376G
nao o faz. Os autores reportam ainda, atraves sheosncom sistema gene reporter, que esta
variante mutante aumenta moderadamente os nivetéshde TNFa e associam a mesma a
um risco relativo de 4 para o desenvolvimento dinaacerebral (Kinight e cols., 1999). O

fato € que o desequilibrio de ligacao é forte nésta e é dificil estudar a funcdo de um SNP
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isolado. Em algumas populacdes caucasianas o-8l8&\ esta em associacdo alélica com o
-308G e -238A (Knight e cols., 1999; Bayley e ¢akf01), contudo isto ndo foi observado
em Africanos da Gambia. A associacdo alélica enamgantes -238G, -308A e -376G
segundo Hajeer e colaboradores (2001) esta rektdocom alta producédo de TNHHajeer

e cols., 2001).

Um numero elevado de estudos tem investigado aiagdo entre polimorfismos na
regido promotora do gene d&lF-a e tuberculose. Os resultados variam de acordoasom
diferentes populacGes estudadas, alguns ndo eammtassociacdo (Oh, JH e cols., 2007; O,
Ates e col., 2007; Vejbaesya, S. e cols., 2007;adeMI e cols., 2006; Amirzargar, AA e
cols., 2004 e Delgado, JC e cols.,2001) e outms(Siorrea e cols., 2005; Oliveira e cols.,
2004; Hill e cols., 1996). Em nossa analise de@agéo o unico SNP associado com TB foi
0 -376G>A. Neste caso, observamos uma associacateldomenos frequente -376A com o
desfecho de suscetibilidager sea ocorréncia de TB ativ&£0,035, OR3,57, 1C0,885,72)

e um risco relativo aumentado deste alelo paraoar@&mcia de TB extrapulmonar em nossa
populacdo de estudd£0,038, OR2,68, IC1,25,86). A associacdo desta variante alélica
com suscetibilidade a ocorréncia de TB e a um riselativo aumentado para o
desenvolvimento das formas extrapulmonares da ihBigante. Tendo em vista a influéncia
deste alelo com aumento da expressao de @N¥fa de se esperar uma associacdo do mesmo
com protecdo e ndo com associagdo. Acreditamosuopaedas possiveis explicacbes para
estas observacfes pode ser a reducdo do numertrandos diferentes grupos utilizados.
Podemos observar que os Intervalos de Confiangapd@ ambos os desfechos s&o muito
grandes, o que poderia ser um reflexo do tamantustaah Descartamos a possibilidade de
erros de genotipagem porque a técnica utilizada feéquenciamento e todos os mutantes
encontrados para todos os SNPs avaliados foranrmawlios mais duas vezes por novo PCR

e novo sequenciamento. Uma outra possibilidadea stevido ao forte desequilibrio de
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ligacdo observado nesta regido do promotor do defié&F-a. E possivel que outra variante
alélica (ex.: -238A), com papel funcional contrdasio da variante -376A esteja anulando a
mesma em nivel de controle da expresséo génica.

Um aspecto importante deste estudo prende-se asterdsticas étnicas da populacao
estudada. Trabalhamos com uma populacdo etnicamasta e isto contribui muito na
literatura sobre o assunto, pois quase todos agiastdeste tipo sdo realizados com
populacdes homogéneas etnicamente. Um estudo guar@ea a importancia da diferenca
étnica no estudo de associacdo de SNPs no proa®idiF-a com doencgas foi conduzido
por Baena e cols., 2002, onde usaram SNPs da rpgéawmwtora desse gene para identificar
marcadores de ancestralidade, por entender queegga estava muito bem caracterizada
em estudos prévios com primatas e humanos. Vatadas (Ugliaro e cols.,1998; Higuchi e
cols., 1998; Zimmerman e cols, 1996; D’Alfonso é&sc@994; Wilson, AG e cols., 1993) Ja
demonstraram que alguns polimorfismos como -2384 2 -308 estdo em associacdo com
genes do HLA e além disso, os SNPs -308 (Wilsoolg,c1993); -863 e -857 (Ugliaro e
cols., 1998), sdo marcadores de Caucasianos eirshdimlos dentro de haplotipos de HLA
estendido (que exibem intervalo gendémico de fixagdiwe HLA-Dr e HLA-B, que inclui
TNF-a e regides de complemento (complotipos). Parasamad regido promotora de TNF-
a, Baena e cols. Selecionaram ao acaso 333 indiwidagopulacdo etnicamente distintas:
Caucasianos (Norte Americanos), Asiaticos (Cambmdip Africanos (Malaia, Sul da
Nigéria, Africanos-Americanos e Africanos-Caribes)se Amerindios (Quéchua e Paez).
Dez SNPs foram detectado neste estudo. Em conclissa@rificado que o SNP -857 é um
marcador para Amerindios,.0 -308 ocorreu com freg@édéalta em Caucasianos (21%),
Malaia (12%); Nigerianos (13%); Africanos-American@d2%) e Cambodianos (8%) e nao
foi detectado nas duas populacdes indigenas atedisa mesmo resultado obtido em

exemplos de outros Amerindios (Chachi, indios doadqr e Pima, indios do Arizona) em
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amostras previamente analisadas (Zimmerman e &886 e Hammond e cols., 1999). Estes
dados mostram que SNPs ehliNF-a ocorrem com padrdes distintos em populacdes
etnicamente distintas. O SNP -238 foi encontrad®e trgs populacdes analisadas, embora
também tenha sido encontrado em Caucasianos (Digdfoe cols.,1994) e Asiaticos
(Higuchi e cols., 1998). Ao contrario, o SNP -37&rfoi detectado em algum dos nao
Africanos analisados e foram encontrados junto ce288.

O SNP -244G>A foi o primeiro SNP de TMFligado a um haplétipo HLA estendido
derivado de Africano, sdo raros os exemplos deepgesdeste SNP em populacdes derivadas
de nao Africanos. Esses dados demonstram a imp@tda levar em conta o “background”
das frequéncias de SNPsTNF-a nos estudos de associacdo de gene-doenca.

Estudos de associacdo de fatores genéticos contatoémfecciosas sado dificeis de
conduzir devido a natureza multifatorial dessasndag que inclui hospedeiro, patégeno e
variaveis ambiental em diferentes proporcfes pagla doenga e para todo assunto estudado.
Contudo, uma das indicacdes para tal estudo éimiglef da funcdo de genes especificos na
aparéncia de diferentes formas clinicas da doeHgg AVS., 1998). Entendemos que
tuberculose € uma doenca multifatorial e, portadoimportante olhar hapl6tipos nos
promotores dos genes estudados. O fato de noss&apép ser tdo miscigenada nos permite
encontrar mutac6es ndo existentes em outras pdaslacomo o -308, por exemplo, que é
relativamente raro em Asiaticos e Amerindios. Dagagntes provenientes da genotipagem
de um numero grande de amostras para diferentes 8\EBlaram que o genoma humano
tem uma estrutura de bloco de haplétipo (Kruglygkl999 e Collins, A e cols., 1999) e a
configuracdo de um haplétipo ou diplétipo € as semais importante que o gendtipo do SNP
para determinar as consequéncias fenotipicas (Hliga cols., 2001 e Drysdale, GM e cols.,
2000). Além disso, a construcdo de um bloco dedtigpl € Gtil para identificar SNPs que

isolados nao teriam influéncia no fenétipo (Kamathire cols., 2004) .
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Em concluséo, este estudo mostrou que regidesatégaks de IFN¢ sdo altamente
conservadas, como visto em publicacdes anteri@eslal as mutacdes encontradas estarem
em frequéncia muito baixa e apesar de TNBer bem polimoérfico, somente um SNP (-
376G>A) mostrou associacdo com TB, especificamea® suscetibilidadeper se a
ocorréncia de TB ativa e risco aumentado para aé@uda de TB extrapulmonar. Contudo,
em relacdo ao gene de IRN-a variante alélica -200T foi associada com pémea
ocorréncia TB ativa, e a TB pulmonar. Além dissiaersariante foi também associada com
infeccdo latente. Quatro SNPs novos na regidao pamaodo gene ddFN-y foram
descobertos durante a execucéo deste trabalharedwgstudos precisam ser realizados para
a investigacdo da possivel influéncia dos mesmosegalacdo da expressao de IfEN-
Adicionalmente, contribuimos também para a correg@momenclatura de alguns SNPs
(IFN-y -183 e -179) que na verdade s&o o mesmo SNPgidmsie renomeados aqui como -
200 e 0 SNP (IFN--155), que na verdade representa o SNP -172.alrkémte, este é o
primeiro estudo realizado no Brasil em que se fam mapeamento, através de
sequenciamento, desta regido referente aos gendsNdg e TNFa. Os dados aqui
apresentados retrata a realidade de uma populapdo caracteristicas étnicas de alta
miscigenacao, disponibiliza os diferentes SNPstifiesdos possibilitando a realizacdo de
calculo amostral real para eventuais estudos aeiagdo que venham a ser idealizados com
estes alvos e esta populacéo para outras enferesidafinalmente, disponibiliza haplétipos

gque podem ser utilizados em outros estudos deiagdoccom outras doencas.
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7. Conclusoes

Foram detectados na populagéo de estudo:

» Sete sitios polimorficos na regido promotora doeggme codifica para IFM-
sendo quatro destes ainda néo descritos na litaratu

» Divergéncias de nomenclatura em SNPs descritosteratlra que podem
acarretar associacfes divergentes de um Unico BNFna mesma populagéo.

» Associacdo com protecdo conferida pela varianteylFRDOT a ocorréncia de
TB ativa e TB pulmonar quando da andlise de suskdtideper se.

» Sete sitios polimérficos na regidao promotora doeggue codifica para TNE&-
ja descritos na literatura.

» Associacdo do alelo TN&-376A com suscetibilidadper sea ocorréncia de
TB ativa e um risco relativo deste alelo para aawia de TB extrapulmonar.

» Associacdo genotipica e alélica do Thf572G>A com risco de ocorréncia de
TB extrapulmonar.

» Caracteristicas étnicas importantes na populagi®pgr ser tdo miscigenada

nos permite encontrar mutacdes ndo existentes #asqopulacdes.
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9-ANEXOS

ANEXO 1 — QUESTIONARIO PARA ENTREVISTA DOS PACIENTE

QUESTIONARIO PARA PACIENTES COM TUBERCULOSE E
OUTRAS CO-MORMIDADES

Apresenta alguma das doencas citadas?
( )HIV () DM (Tipo II)
() Dislipidemia () Hipengao Arterial Sistémica

Caso apresente alguma das doencas acima, preeonaegstionario abaixo.

Nome Completo:

Apresenta Termo de Consentimento assinado? () Sim () Néo
1) Data do Questionario: / /
2) Endereco Residencial:
Bairro: Cidade: UF:
Telefone: () ( IGN Celular: (__) ( IGN
3) Endereco do trabalho:
Bairro: Cidade: UF:
Telefone: () ( IGN
4) Data de Nascimento: / / ( )IGN 5) Idade:
6) Género: ( ) Masc ( )Fem

( )IGN
7) Estado Civil: () Acompanhado () N&o acompanhado )JIGN
8) Cor de Pele: () Branca () Negra ( ) Parda ( Outros ( )
IGN
9) Renda Familiar: ( ) Semrenda () 1amet®S salarios minimos

( )3 absalarios minimos () Mais de lagas minimos ( )IGN

10) Profisséo:
() Sem profisséo ( ) Bombeiro ( )Dolar () Médico
() Aposentado ( ) Camelb () Eletricista () Motorista
() Assistente social () Cobrador ( )Empregada ( ) Pedreiro
() Auxiliar/Técnico de enfermagem ( ) Gu=®iro () Enfermeiro (a) ( ) Rodoviario
() Biscateiro () Dancarina () Faxioe () Outros (10a)
10a) Especificar:

11) Alfabetizado:
() 2 grau completo ( )*@rau completo ( )3rau completo  ( )IGN
() P grauincompleto ( )4rau incompleto ( )*3rau incompleto () Analfabetismo

12) Encontra-se em tratamento para tuberculose no omento?
Data do inicio: / / ( )Sim () Néo ( )IGN

13) Caso sim, esquema em uso?

() Esquemal R (Dosagem: ); H (Dosagem: _); Z (Dosagem: )

( ) EsquemalR R (Dosagem: ); H (Dosagem: _); Z (Dosagem: )
E (Dosagem: )
() Esquemall R (Dosagem: ); H (Dosagem: _ ); Z (Dosagem: )
() Esquemalll
( )IGN
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14) Apresenta algumas das doencas abaixo
a) Hepatopatias? ( )Sim () Néo ( )IGN
b) Neoplasia ( )Sim () Néo ( )IGN
¢) Doenca do colageno ( )Sim () Néo ( )IGN
d) Hanseniase ( )Sim () Néo ( )IGN
e) Outra? ( )Sim (1) () Naéo ( )IGN
el) Especifique:
f) Uso de Corticoide ou imunossupressores ( )Sim () Néo ( )IGN
>15mg de prednisona
>30 dias consecutivos ou drogas citotoxicas
g) Insuficiéncia renal crénica (IRC) ( )Sim () Néo ( )IGN
h) Doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) ( ) Sim () Néo ( )IGN
i) Desnutricdo (perda >15% do peso corporal) ( )Sim ( &N ( )IGN
j) Alcoolismo (critério CAGE — Ver abaixo) ( )Sim ( )oa ( )IGN
J1) Qual tipo de bebida o senhor (a) prefere?( ) Cachaca ( ) Cerveja () Vinho
( )Whisky () Outros () Nenhum
Caso o paciente admita o uso de qualquer bebidadztacima, responda as perguntas, relacionadas
com alcoolismo, abaixo:
J2) O sr. (a) tem facilidades de fazer ( )Sim () Néo ( )IGN
amizades?
j3) Alguma vez sentiu que deveria diminuira () Sim () Néo ( )IGN
quantidade de bebida?
j4) Alguém critica ou ja criticou o seu modo () Sim () Néo ( )IGN
de beber?
j5) O sr. (a) costuma beber pela manhd para () Sim () Néo ( )IGN
diminuir 0 nervosismo ou a ressaca?
j6) O sr. (a) sente-se culpado pela maneira () Sim () Néo ( )IGN

que costuma beber?

Caso a resposta tenha sido SIM a pelo menos 02qieestdes (I3, 14, 15 ou 16), assinale alcoolismo
como positivo.

[) Diabetes Mellitus (DM)
Se sim, qual tipo?
Se sim, utiliza algum destes medicamentos aka?

Neomprimidos ao dia:

(
(

() Tolbutamina Dosagem:
() Glipizina Dosagem:
() Clorpropamida Dosagem:
() Gliburida Dosagem:
() Glibenclamida Dosagem:
() Glimepirida Dosagem:
() Outro ( Dosagem:
() Outro ( Dosagem:
() Outro ( Dosagem:
m) HIV + (
m1) Uso de retroviral (
() Efavirenz Dosagem:
( )AZT Dosagem:
( )3TC Dosagem:
( )D4T Dosagem:
() Ritonavir Dosagem:
() Saquinavir Dosagem:
() Outro ( Dosagem:
() Outro ( Dosagem:
() Outro ( )JDosagem:
m2) SIDA (

m2.1) Sarcoma de Kaposi

) Sim (
) Tipo | (

) Nao
) Tipo Il

Neomprimidos ao dia:

2 chimprimidos ao dia:

MNomprimidos ao dia:

Neomprimidos ao dia:

Neomprimidos ao dia:

MNomprimidos ao dia:

MNomprimidos ao dia:

Neomprimidos ao dia:

) Sim (
) Sim (

) N&o
) Nao

Neomprimidos ao dia:
Neomprimidos ao dia:
Neomprimidos ao dia:
Neomprimidos ao dia:
Neomprimidos ao dia:
MNomprimidos ao dia:
MNomprimidos ao dia:
MNomprimidos ao dia:
MNomprimidos ao dia:

) Sim (

) N&o

10

(

(
(

(

e e e e e e e T

AN AN AN AN AN AN AN S

) IGN

) Nao Usa
) Nao Usa
) N&o Usa
) N&o Usa
) Nao Usa
) Nao Usa
) N&o Usa
) N&o Usa
) Nao Usa

) IGN

) IGN
) Nao Usa
) Nao Usa
) Nao Usa
) Nao Usa
) Nao Usa
) N&o Usa
) N&o Usa
) N&o Usa
) N&o Usa

) IGN
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m2.2) Tuberculose disseminada/extrapulmonar/pulmonanéo cavitaria
m2.3) Candidiase oral ou leucoplasia pilosa
m2.4) Tuberculose pulmonar cavitaria ou ndo espedifada
m2.5) Herpes zoster em individuo com < 60 anos
m2.6) Disfuncdo do sistema nervoso central
m2.7) Diarréia > 1 més
m2.8) Febre (38C) > 1 més
m2.9) Caquexia ou perda de peso > 10% do peso halait
m2.10) Astenia > 1 més
m2.11) Dermatite persistente
m2.12) Anemia e/ou linfopenia e/ou trombocitopenia
m2.13) Tosse persistente ou qualquer pneumonia (eto tuberculose)
m2.14) Linfoadenopatia > 1cm (> 2 sitios extra-ingoais ha > 1 més)
Somatério
O critério Caracas revisado para definicdo de Sl4uer uma sorologia anti-HIV
positiva associada ao somatoério = 10.

NN NONNNDNO ool

n) Hipertenséo Arterial Sistémica ( )Sim () Néo ( )IGN
() Amilodipina Dosagem: MNomprimidos ao dia: () N&o Usa
() Diltiazem Dosagem: MNomprimidos ao dia: () Né&o Usa
() Felodipina Dosagem: MNomprimidos ao dia: () Né&o Usa
() Lercanidipina Dosagem: MNomprimidos ao dia: () N&o Usa
() Nisoldipina Dosagem: Neomprimidos ao dia: () Néo Usa
() Nitrendipina Dosagem: Neomprimidos ao dia: () Néo Usa
() Verapamil Dosagem: Neomprimidos ao dia: () Néo Usa
() Propanolol Dosagem: Neomprimidos ao dia: () Néo Usa
() Carisoprostol Dosagem: Neomprimidos ao dia: () Néo Usa
() Nifedipina Dosagem: _ Stomprimidos ao dia: () Néo Usa
( )Outro(___ Yoosagem: ____ Momprimidos ao dia: () Né&o Usa
( )Outro(___ Yoosagem: ____ Momprimidos ao dia: () Né&o Usa
( )Outro(___ Yoosagem: ____ tomprimidosaodia: () N&oUsa
o) Dislipidemia ( )Sim () Nao ( )IGN
() Atorvastatina Dosagem: ¢ clmprimidos ao dia: () Néo Usa
() Cerivastatina Dosagem: 2 chimprimidos ao dia: () Néo Usa
() Outro ( Dosagem: MNomprimidos ao dia: () Né&o Usa
() Outro ( Dosagem: MNomprimidos ao dia: () Né&o Usa
() Outro ( Dosagem: MNomprimidos ao dia: () Né&o Usa
21) Esta tomando qualquer outra medicagao
( )Sim ) Nao ( )IGN
Se sim, descrever
() Dosagem: 2 caxhprimidos ao dia: () Néo Usa
() Dosagem: N@uoardos ao dia: () Néo Usa
() Dosagem: N@uoardos ao dia: () Néo Usa
() Dosagem: N@udardos ao dia: () N&o Usa
() Dosagem: N@udardos ao dia: () N&o Usa
() Dosagem: N@udardos ao dia: () N&o Usa
() Dosagem: N@udardos ao dia: () N&o Usa
() Dosagem: N@udardos ao dia: () N&o Usa
22) No ultimo més apresentou:
() Politria ( ) Tosse ( S9noléncia
() Polidpsia () Dor precordial () Turvacéo da viséo
() Polifagia () Cervicalgia ( Pwhitos
() Cefaléia () Cefaléia occipital () Nauseas

23) Peso (kg):
24) Altura (metro):
25) ICM:
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26) Evolucdo
26.1) Glicemia

26.2) Colesterol Total

26.3) HDL Colesterol

26.4) LDL Colesterol

26.5) Pressdo Arterial

26.6) CD4

26.7) Carga Viral

Glicemia antes do inicio de tratamento:
Glicemia ap6s 1° més de tratamento:
Glicemia no 2° més de tratamento:
Glicemia no 3° més de tratamento:
Glicemia no 4° més de tratamento:
Glicemia no 5° més de tratamento:
Glicemia no 6° més de tratamento:

Colesterol total antes do inicio de tratamento:

Colesterol total
Colesterol total
Colesterol total
Colesterol total
Colesterol total
Colesterol total

HDL Colesterol
HDL Colesterol
HDL Colesterol
HDL Colesterol
HDL Colesterol
HDL Colesterol
HDL Colesterol

LDL Colesterol
LDL Colesterol
LDL Colesterol
LDL Colesterol
LDL Colesterol
LDL Colesterol
LDL Colesterol

Presséao Arterial
Presséao Arterial
Presséao Arterial
Presséao Arterial
Pressao Arterial
Pressao Arterial
Pressao Arterial

apo6s 1° més de tratamento:
no 2° més de tratamento:
no 3° més de tratamento:
no 4° més de tratamento:
no 5° més de tratamento:
no 6° més de tratamento:

antes do inicio de tratamento:
apos 1° més de tratamento:
no 2° més de tratamento:

no 3° més de tratamento:

no 4° més de tratamento:

no 5° més de tratamento:

no 6° més de tratamento:

antes do inicio de tratamento:
apos 1° més de tratamento:
no 2° més de tratamento:

no 3° més de tratamento:

no 4° més de tratamento:

no 5° més de tratamento:

no 6° més de tratamento:

antes do inicio de tratamento:
apos 1° més de tratamento:
no 2° més de tratamento:

no 3° més de tratamento:

no 4° més de tratamento:

no 5° més de tratamento:

no 6° més de tratamento:

CD4 antes do inicio de tratamento:
CD4 no 3° més de tratamento:

CD4 no 6° més de tratamento:

Carga Viral antes do inicio de tratamento:
Carga Viral no 3° més de tratamento:
Carga Viral no 6° més de tratamento:

Andlise Molecular da regido promotora dos genescqgdédicam para IFNg TNF-a e SLC11A1 (NRAMP1) na Tuberculose

MARCIA QUINHONES PIRES LOPES



Anexos147

ANEXO 2 — TERMO DE CONSENTIMENTO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo de polimor fismos em base Unica na regiao promotor a de genes de citocinas e sua
possivel associagdo com a tuber culose.

Nos préoximos meses sera realizado um estudo enenpasi sob suspeita de apresentarem
tuberculose. Neste estudo, pretende-se avaliar sgatee citocinas que possibilitem
correlacionar esses genes com possivel protec@e\@ridade a doenca. Este estudo sera
coordenado pelo Dr. Afranio Kritski, Dr. Adalbe®ezende, Dra. Fernanda Queiroz Mello,
Dra. Martha Oliveira, profissionais em atividadesHospital Universitario Clementino Fraga
Filho da UFRJ. Este termo de consentimento explieatudo, portanto leia cuidadosamente.
Pergunte o que julgar necessario. Durante o estadb esclarecido quanto a eventos que
possam alterar a sua permanéncia no estudo. VaaFadeompreender adequadamente o
estudo antes de assinar este termo de consentimento

1) Procedimentos

Se eu concordar em participar deste estudo, respeind um questionario padronizado que

investigard algumas doencas que possam esta redde® a estes genes.

Serdo coletados 5ml de sangue no meu antibracégceaanterior, com agulha e seringa

descartaveis, antecedido por anti-sepsia locahr@ue sera utilizado para avaliar a presenca
de variacbes genéticas existente na regidao promatos genes de citocinas. Os dados
gerados pela andlise imunogenética ndo serdo dimggnominalmente e sim sob forma de

frequéncia.

2) Local do estudo
Estes procedimentos serdo realizados no Hospitaletditario Clementino Fraga Filho —
HUCFF — UFRJ.

3) Riscos/Desconfortos

Algumas das questdes que constam dos questior@rtEm ser inapropriadas e produzir
sentimentos indesejaveis, mas, caso eu ache necegsierei interromper a entrevista a
qualquer momento. Os riscos da retirada de samgiieem introducéo da agulha, desconforto
temporario, pequena ferida e, raramente, infecgéal.| Nao havera risco financeiro e todos
0s testes rotineiros para tuberculose seréo rdakza

4) Tratamento e compensacéo por danos

Se eu tiver algum problema de saude em decorrdesta estudo, o tratamento sera fornecido
pela instituicdo participante. O custo deste tratsmsera totalmente coberto pelo HUCFF. O
HUCFF néo prevé nenhuma forma de compensacao émarmmor possiveis injurias.

5) Alternativas
Se eu decidir ndo participar neste estudo, ourortgger a minha participacdo a qualquer
momento, 0 meu tratamento médico sera mantido NnGHHU

6) Custos para os participantes
N&o havera custos para mim, caso decida pela npatiipacdo neste estudo, nem para o
tratamento que porventura necessitar.
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7) Beneficio

A retirada do meu sangue aos qual eu irei me sw@n@tidard no entendimento do

desenvolvimento da tuberculose nas pessoas. Cameaspera-se que mais conhecimentos
cientificos sejam obtidos com consequente podegrmi@iar quem tem mais chances de
adoecer por tuberculose.

8) Reembolso
N&o havera beneficios financeiros para mim emgpati no estudo.

9) Confidenciabilidade dos dados

Procedimentos serdo adotados pelos responsaveissfmiestudo no intuito de proteger a

confidencialidade das informacfes que eu forneca.imformacdes serdo codificadas e

mantidas num local reservado o tempo todo. Somesitpesquisadores envolvidos neste
estudo terdo acesso as informacfes e aos querifonApos o término deste estudo, as

informacgdes seréo transcritas dos questionarics grguivos no computador e aqueles serdo
mantidos em local reservado. Porém, o0 acesso peoman restrito aos mesmos

pesquisadores. Os dados deste estudo poderaossatidis com pesquisadores de outras
instituicbes, mas nenhuma identificacdo sera fadaegortanto serdo confidenciais como a
lei determina, salvo eu conceda permissao para@soesultados serdo discutidos comigo e
enviados para o meu médico (salvo eu néo deseje iss

CONSENTIMENTO
O Dr. Afranio e outros pesquisadores discutirarmBsmacdes comigo, responderam
as minhas perguntas. Receberei uma copia destentonento para manté-lo comigo. Nos
proximos dias, se tiver qualquer duvida sobre ahmiparticipacdo neste estudo, poderei
utilizar os seguintes numeros de telefone: (2102883 ou (21) 2562-2426, para contactar o
Dr. Afranio Kritski ou Dra. Martha Oliveira.

A PARTICIPACAO EM PESQUISA E VOLUNTARIA

Eu tenho o direito de ndo concordar em particippmesmo de me retirar do estudo
em qualqguer momento que eu queira, sem riscosopaeu tratamento médico. Se eu desejar
e concordar em participar, devo assinar na linhaixab Isso significa que compreendi
adequadamente as informacdes fornecidas e este dergonsentimento.

Se eu desejar participar do estudo, permitirei &amlgjue meu endereco e telefone
sejam anotados em uma folha separada, para fa@btatato comigo quando necessario.
Como ja foi esclarecida anteriormente, toda infay@oapessoal sera mantida em sigilo.

Assinatura do voluntario Nome complet N do prontuério
(ou responsavel legal)

Assinatura do entrevistador Nome do entrasimt Data
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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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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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