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RESUMO

A Tuberculose (TB) ¢ uma das enfermidades infecciosas mais antigas que assolam a
humanidade. De acordo com a Organizagdo Mundial de Satde, cerca de 9,2 milhdes de novos
casos sdo identificados por ano. O Brasil encontra-se em 16° lugar na lista dos 22 paises
responsdveis por 80% dos casos de TB no mundo. A resisténcia a infeccdo pelo
Mycobacterium tuberculosis (M. tb) depende de uma resposta imune complexa que pode
controlar todo o processo de infec¢do ou permitir o progresso da tuberculose latente para a
doenga ativa. Como descrito na literatura, as varia¢des interindividuais na producdo das
moléculas envolvidas com esta resposta, principalmente nos genes de citocinas, estd
diretamente relacionada ao “background” genético. A Interleucina-10 (IL-10) é uma
importante citocina anti-inflamatéria envolvida em diversas etapas da resposta imune, e
variacOes genéticas como os polimorfismos de base unica (SNPs), principalmente na regido
promotora do gene que codifica para esta citocina, podem influenciar na producdo da mesma.
No presente estudo, procedemos a0 mapeamento de parte da regido promotora do gene que
codifica para IL-10 em de amostras de DNA provenientes de 492 individuos, sendo 221
pacientes e 271 controles sadios ndo relacionados e sem histérico de TB prévia, todos
residentes no Rio de Janeiro, e investigamos a possivel associacdo dos polimorfismos
encontrados com diferentes desfechos da tuberculose em 139 portadores de TB pulmonar, 43
portadores de TB extrapulmonar e 271 contatos, sendo 126 positivos no teste intradérmico de
tuberculina (TST+) e 145 negativos (TST-). Apds a genotipagem por sequenciamento, treze
SNPs foram identificados na regido de interesse, sete das quais ainda ndo descritos na
literatura. No estudo de associacdo, baseado na comparacdo das freqiiéncias alélicas,
genotipicas e de hapldtipos, sugerimos uma forte associagdo com a suscetibilidade a
tuberculose dos SNPs nas posicoes -1189, -840 e -464. No desfecho associado a protecdo
contra o desenvolvimento de TB ativa, houve associacdo dos SNPs nas posi¢cdes -750. Os
SNPs mais estudados e caracterizados (posi¢des -1117, -854, -627, também reportados
respectivamente como -1082, -819 e 592), ndo apresentaram associa¢do com nenhum dos
desfechos analisados, bem como os outros SNPs descritos. Foram analisados para o estudo de
associacdo 3 hapldtipos com as maiores freqiiéncias alélicas e ndo houve associagdo

haplotipica com a suscetibilidade per ser, gravidade ou protecdo a tuberculose.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is one of the oldest infectious diseases which affect humankind. According
to the World Health Organization (WHO 2008), there are 9.2 million new patients a year.
Brazil is the 16™ nation in the list of 22 countries responsible for 80% of TB cases in the
world. The infection by Mycobacterium tuberculosis (M. tb) depends on a complex immune
response which can control the whole infection process or can permit the tuberculosis
progress from latent to the active disease. As previously described in a number of studies, the
interindividual variations in the production of these molecules particulary in the cytokine
genes are directly related to the genetic background. Interleukin-10 (IL-10) is an important
anti-inflammatory regulatory cytokine involved in several areas of the immune system, and
genetic variations such as polymorphisms (SNPs), mainly in the promoted region, can
influence its production. In the present study, the mapping of part of the gene promoted region
which codifies to IL-10 in DNA samples from 492 individuals was done, being 221 patients
and 271 healthy control subjects, not related and without previous TB history, all of them
living in Rio de Janeiro, and the possible polymorphism found with different results in
tuberculosis in 139 pulmonary TB patients, 43 extra-pulmonary TB patients and 271 control
subjects were investigated, being 126 positive (TST+) and 145 negative (TST-) in the
tuberculin intradermic test. After genotyping, thirteen polymorphisms (SNP) were identified
in the promoted region of IL-10, 7 of them (SNPs) have not yet been described in the
literature. In the association study, based in the comparison of allelic, genotypic and
haplotypic frequencies, there is a strong association with tuberculosis susceptibility, SNPs in
the -1189, -840 and -464 positions. In the outcome associated to the protection, SNPs in the -
750 position was found. The most studied and characterized SNPs (positions -1117, -854, -
627, also reported respectively as -1082, -819 and -592), did not present any association with
analyzed results, as well as with the other described SNPs. Three haplotypes with the highest
allelic frequencies were analyzed for the study of the association, and there was no haplotypic

association with the susceptibility per ser, gravity or protection to tuberculosis.
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Introducdo 1

1. INTRODUCAO

A Tuberculose (TB) é uma doenca infecto-contagiosa de evolugdo cronica e tem como
agente etioldgico o Mycobacterium tuberculosis, uma bactéria aerdbia que estabelece a sua
infeccdo preferencialmente nos pulmdes. Devido ao seu ressurgimento, em abril de 1993 a
Organizacdo Mundial de Saide (OMS) classificou a doenca como uma emergéncia global.
Dentre os principais fatores envolvidos com o agravamento e progressdo da doenca, estdo
alguns fatores, como a desigualdade social e suas implica¢Ges, aglomerados populacionais, o
advento da AIDS, movimentos migratdrios e envelhecimento da populacdo. Neste contexto, o
impacto econdmico da TB nos paises em desenvolvimento € dramético: cerca de 83% dos
casos notificados pertence a esses paises e o Brasil hoje ocupa o 16° lugar no “ranking” dos
22 paises com as maiores taxas de incidéncia da doenca, com cerca de 90-95 mil casos novos
e re-tratados de TB em todo territério nacional. Também contribuem para o adoecimento por
TB fatores genéticos de risco, como polimorfismos de base tnica em genes que codificam
para marcadores de inflamacéo, principalmente citocinas e seus receptores. Paralelamente, um
outro fator marcante para o ressurgimento e disseminagdo da TB foi o aparecimento de cepas
de M. tuberculosis apresentando resisténcia ao tratamento com miultiplas drogas (MDR), e,
mais recentemente, as cepas de M. tuberculosis extensivamente resistentes (XDR).

Ap6s a infecgdo humana com o M. tuberculosis, diferentes desfechos podem ocorrer,
desde o desenvolvimento da TB ativa ou a infec¢do latente. As estatisticas demonstram que,
dos individuos que se infectam, apenas de 5 a 10% desenvolvem TB ativa, e a capacidade de
resposta imune do hospedeiro frente ao Mycobacterium tuberculosis com a regulacdo dos
componentes imunes € que influencia o decurso e a progressdo da doenga no seu hospedeiro
natural, o homem. Quando a infec¢do ocorre, uma ampla cascata de eventos, incluindo a
resposta imune inata, dd inicio a ativacdo de uma resposta imune especifica (resposta imune
adaptativa) provida de células T CD4" e CD8" regulada por citocinas e outros mediadores
imunoldgicos. Cerca de 70% dos individuos expostos ao bacilo contém a infec¢do na porta de
entrada. Dos 30% que desenvolvem a infec¢do latente, a imensa maioria ndo apresenta
qualquer conseqiiéncia clinica, e cerca de 10% dos individuos infectados desenvolvem a
doenga ativa. Dados da literatura demonstram que um ter¢o da populagdo mundial,
aproximadamente 2 bilhdes de pessoas, possuem a forma latente da tuberculose, esses
individuos representam um reservatério da doenga, podendo posteriormente desenvolver a
forma ativa, através de uma reativacio ou re-infeccdo. Uma vez que a resposta imune efetiva,

mediada por um conjunto de moléculas e seus receptores tem como origem o perfil genético,
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variacOes interindividuais na resposta do hospedeiro frente a um determinado patégeno
representam fatores de extrema importancia para a determinagdo de suscetibilidade, gravidade
ou mesmo protecdo a doenca a qual provavelmente é o resultado dos efeitos ambientais contra
o perfil genético. Na tuberculose, especificamente, varios autores t€ém revisto a influéncia de
polimorfismos em genes candidatos relacionados a resposta anti Mycobacterium tuberculosis
na predisposi¢do a doenca ativa com resultados significativos para polimorfismos nos genes
que codificam para; receptor de vitamina D3, IL.-12 (interleucina-12), IL-12RB1 (receptor B1
de interleucina-12), IFN-y (interferon-gama), MBL (lectina ligadora de manose), TNF-o
(fator de necrose tumoral alfa), SLC11A1 (Solute carrier family 11 member 1), 1L-10
(interleucina 10) (Casanova, 2004; Malik, 2002 e Cooke, 2001) e no Locus genético HLA
(antigenos leucocitdrios humanos). A expressdo dos genes que codificam para as diferentes
citocinas pode variar em decorréncia de vdrios fatores ambientais e genéticos. Hoje, admite-
se que a variabilidade genética, representada por polimorfismos de base tnica (SNPs)
localizados principalmente na regido promotora de varios genes de citocinas e seus receptores
representam os principais fatores genéticos relacionados com os diferentes desfechos
possiveis em doencas de origem infecciosa ou ndo. Neste contexto, os SNPs presentes no
gene que codifica para a interleucina-10 (IL-10) tém sido extensamente estudados, uma vez
que trata-se de uma citocina de comprovada importincia, no controle das funcdes dos
macréfagos e na resposta inflamatéria regulando a producdo de TNF-o e outras citocinas
proinflamatdrias. A IL-10 € produzida inicialmente, apds a fagocitose do M. tuberculosis,
pelos macréfagos. Niveis elevados de RNAm para esta citocina ji foram identificados em
células mononucleares circulantes, no sitio de infec¢do pleural e em lavado broncoalveolar
(Shaw et al, 2000, Aubert Pivert et al, 2000). De acordo com Eskdale et al (1998), apds
estimulagdo em cultura de sangue com lipopolissacarideo bacteriano, mostrou uma grande
variacdo interindividual nos niveis da secre¢do de IL-10 entre gémeos monozigdticos,
dizigéticos e individuos ndo correlacionados sanguineamente, sugerindo que as diferencas
hereditarias na produgdo de IL-10 pode ser estimada em 75 %.

Com o término do projeto genoma humano e com a disponibilizagdo de sequencias
referéncias e das informagdes contidas nas bases de dados, os estudos para a avaliacdo da
variabilidade genética interindividual e determinacdo de fatores de risco para diferentes
desfechos imunolégicos, ou mesmo na area da farmacologia, vém sendo desenvolvidos com
frequencia. De acordo com as informacdes obtidas no projeto genoma, os polimorfismos de

base unica (SNPs) representam a mais abundante fonte de variacdo genética no genoma
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humano. Estudos de associacdo de SNPs com fenétipos de doengas humanas tem grande
potencial para aplica¢do clinica direta para diagndstico, progndstico e possivelmente novos
alvos terapéuticos. Portanto, a identificacdo de genes que contribuem para doengas complexas
como a tuberculose tem sido um grande desafio na era pds-gendmica (Suh, 2005). Contudo, a
suscetibilidade a ocorréncia de TB tem uma etiologia multifatorial, € nenhuma estratégia
simples poderia identificar todos os genes potencialmente envolvidos em tal desfecho devido
as limitacdes nos desenhos de estudo. Dentre as estratégias disponiveis, os estudos de ligacdo
no genoma humano podem ser usados para identificar regides do genoma que potencialmente
poderiam albergar um l6cus envolvido com o desfecho de suscetibilidade a doenca na
populag@o em geral. Estudos de familias com pares de irmaos ou com gémeos monozigdticos
e dizigéticos, que contenham dois irmdos afetados pela doenga de interesse, sdo normalmente
selecionados pois estes sdo mais provaveis ter a doenca tipica do que os estudos em uma
populagdo geral. Este método permite a localizagdo de genes que estejam mais fortemente
ligados com a suscetibilidade a doenga, mas sua forga é relativamente baixa, uma vez que
existe a possibilidade de ndo detectar genes que possuam efeito moderado na determinagéo do
risco da doenga (Bellamy, 2006; Suh, 2005). Sabe-se hoje que fatores genéticos tanto do
patégeno (M. tuberculosis) como do hospedeiro t€m impacto na resposta imune contra o M.
tuberculosis. Um melhor entendimento da complexa intera¢do entre o microrganismo invasor
e o sistema imune do hospedeiro é muito importante para a identificagdo dos mecanismos
envolvidos na protecdo, pois seria de extrema valia, por exemplo, no desenho de novas
estratégias de vacina (Van Helden, 2003).

O gene de IL-10 localiza-se no brago longo do cromossomo 1 entre a regido q31-q32
(GenelD: 3586 Pubmed) e apresenta cinco exons e quatro introns incluindo as regides 5°e 3
UTR. A regido promotora € caracterizada e descrita como um fragmento de 4200bp. O gene
de 4.9Kb, transcreve um RNAm linear de 1.6Kb e traduz uma proteina de 178aa. O gene
humano de IL-10 é extremamente polimodrfico e essas variacdes sdo as responsiaveis nos
diferentes niveis de IL-10 (Kube et al, 2001): existem quarenta e nove polimorfismos
descritos no gene que codifica para a /L-10, dos quais quarenta e seis sio SNPs e dois sdo
microsatélites (dele¢do de 3 pb). Vinte e oito destes polimorfismos estdo na regido promotora
e vinte estdo em regides intronicas (ndo codificantes) ou sdo substituigdes sindminas.
Somente uma resulta na troca de aminoacido (Howell et al, 2006). Nos ultimos anos, varios
estudos tém sido realizados para a avaliacdo da possivel associacdo entre os polimorfismos
presentes na regidao promotora do gene que codifica para a IL-10 e os diferentes desfechos da

TB, com resultados diversos. Dentre os polimorfismos mais estudados estdo as variagdes
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alélicas presentes em trés diferentes posicdes da regido promotora -627C/A, -854C/T e -
1117G/A, de acordo com Eskdale ef al (1997), também reportadas respectivamente como -
592 C/A, -819 C/T e -1082 G/A por Turner et al (1997). Segundo Delgado et al (2002), em
estudo realizado na populacio do Camboja, a heterozigozidade do SNP -1117 estd
diretamente associada a suscetibilidade a TB pulmonar. Em 2006, Henao e colaboradores
mostraram uma forte associagdo entre o gendtipo homozigoto A/A para o mesmo SNP (-
1117) e a suscetibilidade a forma pleural da tuberculose associada a baixa producio de IL-10
na populacdo da Colombia. Neste estudo, nenhuma associacdo foi encontrada entre os trés
possiveis gendtipos e a suscetibilidade a tuberculose pulmonar. Vdrios estudos foram
conduzidos em outras populagdes e nenhuma associacdo entre os possiveis gendtipos do SNP
-1117 e os diferentes desfechos de TB foi observado. Em contrapartida as diferencas étnicas
na distribuicdo da diversidade dos polimorfismos no gene de IL-10 também sdo fatores
importantes para determinar a suscetibilidade ou gravidade das doengas infecciosas (Opdal
2004, Moraes et al 2003).

Neste contexto, este trabalho teve como principal objetivo mapear, através de
sequenciamento, parte da regido regulatdria (regido promotora) do gene que codifica para IL-
10 em um grupo de pacientes com tuberculose pulmonar e/ ou extrapulmonar, e um grupo de
contatos domiciliares sem TB ativa sob risco de se infectarem pelo bacilo da TB, com ou sem
informagcdo sobre a resposta ao teste cutineo da tuberculina (TST+;TST-). Como
conseqiiéncia do trabalho, realizamos também uma andlise para identificar, através de um
estudo caso controle, a possivel associacdo dos polimorfismos encontrados com os diferentes
desfechos clinicos e demogréficos, tais como a suscetibilidade ao desenvolvimento de TB
ativa, gravidade da doenca e resisténcia do hospedeiro ao desenvolvimento de TB ativa apds

infeccdo pelo M. tuberculosis.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Tuberculose: Historia Natural

A Tuberculose Humana (TB) ¢ uma doenca infecciosa cronica causada pelo
Mycobacterium tuberculosis (M.tb), uma bactéria aerébia e patogé€nica que estabelece a sua
infeccdo preferencialmente nos pulmdes. De acordo com Frieden (2003), o M. tuberculosis
mata mais individuos que qualquer outro agente infeccioso.

Dados histéricos sugerem que a primeira descri¢io da doenca veio de textos da India, da
China e da Grécia antiga na qual a tuberculose pulmonar ji era conhecida como tisica (do
grego “phthisikos”). Relatos antigos demonstram que a TB foi documentada no Egito a cerca
de 5000 anos, na India aproximadamente 3300 anos e na China 4 2300 anos atrds, todos os
relatos apresentando anormalidade e deformidade 6ssea, caracteristicas da deformidade de
Pott (Ducati et al 2006). Na América também foram documentados achados arqueolédgicos de
mumias com tuberculose primdria, especificamente na regido dos Andes (Daniel, 2006).
Segundo Daniel (2006), no ano de 460 a.C, Hipdcrates descreveu uma maior incidéncia da
tuberculose ativa em jovens no inicio da fase adulta (de 18 a 35 anos). Aristételes, por volta
de 384-322 a.C, acreditava na natureza infecciosa da doenga, assim como nos tempos
romanos, quando os médicos geralmente acreditavam nesta hipétese. Entretanto, outros
autores da Grécia acreditavam que era uma doenga hereditdria. Contudo, o senso comum
sobre o desenvolvimento da TB ndo foi alcancado antes da Renascenca. O século XVII viu a
tuberculose alcancar proporcdes epidémicas. O norte da Europa apresentou seus valores
méaximos de prevaléncia até o final do século XIX, devido a ripida urbanizagdo e
industrializa¢do, contudo, o inicio deste século presenciou os maiores progressos ha guerra
contra a TB: a) o desenvolvimento da patologia, que correlacionou a fase clinica com
observagdes pds-morte, e b) o diagndstico objetivo da TB.

As primeiras especulacdes acerca da TB foram propostas pelo médico britdnico Benjamim
Marten em 1722, o qual sugeriu que a tuberculose deveria ser transmitida através da
respira¢do de um individuo doente para um individuo sadio através do processo de inalacéo.
Em 1819, o francés René Laennec, inventor do estetoscopio, determinou pela primeira vez
que o “tubérculo” conhecido como granuloma, estava presente em todas as manifestagdes da
doenga (Ducati et al, 2006). O ano de 1885 marca o comeg¢o da era moderna, ponto no qual as
pesquisas experimentais finalmente comegaram a desvendar o mistério sobre a exata natureza

dessa patologia que foi responsdvel por milhdes de mortes humanas no passado, quando ainda
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nao havia métodos de tratamento e diagndstico. O médico francés, Jean-Antoine Villemim
reportou seu sucesso na transmissdo da tuberculose do homem para coelhos por inoculagéo,
entretanto seus achados foram ignorados por seus contemporaneos por muito tempo. Um dos
maiores marcos para a historia da TB ocorreu em 24 de marco de 1882, quando Hermann
Heinrich Robert Koch apresentou para “Berlin Physiological Society” seu trabalho
descrevendo o isolamento do M.tb de tubérculos macerados. Este trabalho experimental
consistiu em: isolar, identificar e cultivar a bactéria in vitro em meio de cultura artificial,
designando o postulado de Koch-Henle como: isolamento do organismo patogénico da lesdo
produzida pela enfermidade, propagacdo deste em meio de cultura in vitro, a inoculagio do
agente etioldgico capaz de produzir a doenca em cobaias, € o re-isolamento do agente
etioldgico provenientes das cobaias infectadas experimentalmente. Em 1890 Koch descobriu a
tuberculina que foi documentada como a principal ferramenta para o diagndstico da TB.

Finalmente, em 1905, Robert Koch foi agraciado com o prémio Nobel de Medicina e
Fisiologia pela elucidagdo da etiologia da Tuberculose.

A primeira metade do século XX foi uma época de grandes progressos para o
conhecimento sobre essa enfermidade, sendo um dos mais importantes a descoberta das
diferentes formas clinicas da doenga, o que levou a grandes avangos para a questdo do
tratamento. Especificamente, a década de 40 constituiu um novo periodo para o tratamento da
TB, devido a introdu¢do do uso de antibidticos.

Segundo os relatos histdéricos de Ducati (2006), acredita-se que a tuberculose tenha sido
introduzida no Brasil por portugueses e missiondrios Jesuitas em 1500. Virios pesquisadores
brasileiros, dentre os quais Ruffino-Netto e Pereira, tém procurado entender e discutir
aspectos sobre a evolucdo da TB no Brasil, com base em fatores sdcio-econdmicos,
demogréficos e politicos, desde a chegada da familia real Portuguesa em 1808 até o final da
década de 80. De acordo com os mesmos, as medidas para a contencdo da doenga foram
introduzidas inicialmente por Arlindo de Assis, em 1927, com a administracdo de BCG oral
para recém-nascidos. Em 1973, a inje¢do intradérmica foi implementada, tornando-se
obrigatéria para menores de um ano a partir de 1976. Os indices de mortalidade cairam
drasticamente, principalmente com a introducdo das drogas tuberculostiticas em 1940,
incluindo a estreptomicina (SM) em 1948, o 4cido p-aminosalicilico (PAS) em 1949 e a
isoniazida (INH) em 1952. A partir da década de 60 comecgava efetivamente a utilizagdo de
esquemas terapéuticos padronizados. Em 1964, utilizava-se o esquema padrao de 18 meses de
duracdo contendo (SM + INH + PAS. Em 1970, uma outra droga chamada rifampicina (RMP)

foi introduzida no tratamento, seguida da pirazidamida (PZA). Hoje, a RMP € a droga mais
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importante no tratamento da TB, sendo a responsavel pela redug@o do tempo de tratamento de

nove para seis meses.

2.2. Epidemiologia da Tuberculose

A despeito de sua origem milenar, ainda hoje a tuberculose continua a ser uma doenga de
dificil controle. Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), apesar de existir um
tratamento com elevado taxa de cura estima-se que entre 2000 e 2020, um bilhdo de pessoas
estardo infectadas pelo Mycobacterium tuberculosis, cerca de 200 milhdes desenvolverao a
doenca e 35 milhdes irdo a 6bito se ndo forem desenvolvidos novos métodos diagndsticos,
novas vacinas, novos medicamentos e o desenvolvimento de politicas mais apropriadas para
controle dos pacientes com TB ativa e seus contatos (WHO, 2000). No Brasil, a TB, tem com
raizes sociais a pobreza e a ma distribui¢do de renda, de acordo com Ruffino-Neto (2002). O
surgimento da epidemia da Aids e o aparecimento de cepas resistentes (MDR),agravaram
ainda mais o problema da doenga no Brasil e no mundo.

De acordo com a OMS, em 2006 foram notificados 9.2 milhdes de novos casos de TB no
mundo (figura 1) e uma prevaléncia de cerca de 139/100.000 habitantes, do quais 500 mil
casos tratavam-se de TB-MDR. Neste mesmo ano, houve 1,7 milhdes de ébitos, dos quais
aproximadamente 700 mil foram de pessoas infectadas pelo HIV. Em relacdo a distribui¢do
geogréfica, o continente africano € o que apresenta as maiores taxas da doenga (363/100,000).
Paralelamente, outros paises da Asia, como a fndia, China, Indonésia e do continente africano
tais como Nigéria e Africa do Sul ocupam os 5 primeiros lugares em termos de casos
absolutos de TB no mundo. O total de 83% dos novos casos de tuberculose s@o atribuidos as
regides da Africa, Asia e Ocidente Pacifico (OMS report 2008). Hoje, estima-se que mais de
um terco da populacdo mundial esteja infectada pelo M. b, sendo esta populagdo um
importante reservatdrio para a reativacdo da TB (OMS report 2007).

O Brasil ocupa hoje o 16° lugar na lista dos 22 paises com as maiores taxas de incidéncia
de TB no mundo (Santos Filho, 2006). Estima-se uma prevaléncia de 50 milhdes de
infectados, com cerca de 110.000 casos novos, com 6.000 6bitos ocorrendo anualmente,
segundo dados do Programa Nacional de Controle da Tuberculose do Ministério da Saide em
2007. Neste cendrio, a regido sudeste apresenta cerca de 48% do total de casos, sendo o Rio
de Janeiro o estado que apresenta a mais alta taxa de incidéncia do pais, com cerca de 16,000
novos casos de tuberculose notificados anualmente. Segundo o boletim informativo da

Secretaria Estadual de Satide (Assessoria de Pneumologia Sanitaria, 2005), os 32 municipios
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prioritdrios no Rio de janeiro concentram 95% dos casos e a regido metropolitana 86% dos

casos notificados no Estado.

ESTIMATIVA DO NUMERO DE NOVOS CASOS DE TB - POR PAIS (2008)

de novos casos (todas
«" as formas)
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Figura 1: Estimativa do nimero de casos novos de TB no mundo em 2006 (Adaptado de: OMS report 2008).

2.3. Mycobacterium Tuberculosis

O Mycobacterium tuberculosis (M.tb) é uma forma de transicdo entre as eubactérias e os
actiomicetos. Trata-se de um bacilo dlcool-4cido-resistente, nao formador de esporos, sem
flagelos, ndo produtor de toxinas, aerdbio restrito e intracelular facultativo. Possui longo
periodo de geracdao (16-20 horas) e de duplicacdo (18-48 horas) dependendo do oxigénio,
nutrientes € pH do meio. A forma de crescimento lento esta associada a natureza cronica da
infeccdo e da doenca, dificultando desta forma o diagndstico microbiolégico e também a

exigéncia de um tratamento longo.
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As espécies do género Mycobacterium que causam tuberculose em humanos e animais
estdo agrupadas num complexo denominado Complexo Mycobacterium tuberculosis (MTC) e
incluem: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium africanum (varios subtipos),
Mycobacterium microti e Mycobcaterium bovis é um agente zoondtico re-emergente da
tuberculose bovina, e sua cepa variante, o bacilo M. bovis bacillus Calmette-Guérin (BCG),
utilizada como vacina. Representam novas espécies e adicionadas ao MTC Mycobacterium
caprae e Mycobacterium pinnipedii. O Mycobacterium canetti é outra variante aceita nesse
complexo, isolada recentemente em pacientes expostos na Africa (Djelouadj et al, 2008). Por
ultimo, existem variantes raras do MTC denominadas como bacilos “dassie” e “oryx”, que
dependem de defini¢do para sua inclusdo definitiva no MTC (Mostowy et al 2004, van
Soolingen et al 1994, Huard et al 2006). A figura 2 mostra a distribui¢do desses membros do
MTC no mundo. Historicamente, a taxonomia e segregacdo do MTC era baseada em algumas
caracteristicas de cada espécie, como por exemplo: o crescimento, a morfologia, a fisiologia, e
as caracteristicas bioquimicas (Niemann, 2000), a variacdo na distribuicdo geogrifica, a
preferéncia pelo hospedeiro, a viruléncia, e a infeccio humana também diferenciam o bacilo
tubérculo (Huard et al 2006). Nos tltimos anos, varias pesquisas tém sido realizadas a fim de
verificar uma possivel associacdo entre viruléncia das diferentes cepas com as diferencas

genéticas entre o M. th. e os outros membros do complexo MTC.
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Figura 2: Distribuicdo do Complexo Mycobacterium tuberculosis na espécie humana (circulos preenchidos) e
animais (circulos abertos). Os circulos verdes representam M. canetti, os circulos azuis M. caprae, em rosa M.
microti, e em laranja M. pinnipedii (Djelouad; et al, 2008).

Com o sequenciamento do genoma do Mycobacterium tuberculosis H37Rv, as
caracteristicas genéticas deste patégeno finalmente foram elucidadas. O genoma do mesmo
possui 4.4Mb, contendo aproximadamente 4.000 genes, cerca de 2.441 genes com fungdes
atribuidas, 911 genes com fun¢des hipotéticas, 607 genes com fungdes desconhecidas, e 129
genes ausentes em relacio ao M. bovis BCG (Smith, 2003). Cerca de 200 genes do M. tb
codificam enzimas envolvidas com o metabolismo de 4dcidos graxos e aproximadamente 100
estdo diretamente envolvidos com a fungdo de B-oxidagdo no metabolismo do mesmo. A
parede bacteriana do M. tb apresenta uma alta imunogenicidade devido a presenca de
proteinas especificas do M.tb descritas recentemente tais como a malato sintetase (GLcB) e a
proteina de ligagdo a fibronectina (MPT51). Cerca de 90% dos pacientes com infecgdo latente

por M. tb produzem anticorpos contra essas proteinas (Singh et al, 2005).
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2.4. Patogénese da doenca

O Mycobacterium tuberculosis é um patégeno intracelular transmitido primariamente
pelas vias respiratdrias. Inicialmente, a infeccdo ocorre nos pulmdes, mas o microrganismo
pode se disseminar para outros 6rgdos pela via hematogénica (Flynn & Chan, 2001).
Normalmente, as pessoas infectadas pelo M. tb desenvolvem a doenca ativa nos primeiros 3
anos apos a infec¢do. A transmissdo ocorre de uma pessoa para outra através do ar; com
menor freqiiéncia, a transmissdo pode ocorrer via cutdnea, congénita ou por transplante de
orgdo. A tuberculose pulmonar é a forma mais freqiiente da doenga, contribuindo com 80%
das formas clinicas e somente 20% dos pacientes com tuberculose apresentam formas extra-
pulmonares, tais como pleural, linfatica, 6ssea, génito-urindria, peritonial, cutinea ou
tuberculose meningea, que afeta o cérebro e € responsdvel por 30% dos casos extra-
pulmonares. Apéds a infeccdo, somente cerca de 1 em cada 10 pessoas desenvolvem a doencga,
monstrando claramente que a maioria dos humanos consegue controlar a infecgdo
efetivamente (Kaufmann HE, 2008).

A infeccdo pelo M. tb ocorre incialmente nos macréfagos alveolares, que representam a
primeira linha de defesa do organismo apds a infeccdo. A detecc@o deste patdgeno € pela via
de reconhecimento do receptor TLR2 na superficie dos macréfagos, conforme ilustragdo

abaixo (figura 3).
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S.H.E.KAUFMANN & V.BRINKMANN, MPI INFECT. BIOL.

Figura 3: Hospedeiro e patégeno. O reconhecimento no pulmdo do hospedeiro: ligacdo do Mycobacterium
tuberculosis (laranja) ao receptor TLR2 na superficie do macréfago (verde). Adaptado de Kaufmann HE, 2008.

Resumidamente, as células T-especificas sdo estimuladas no linfonodo periférico de
drenagem da lesdo inicial ao M. tb e induzidas a contenc¢io bacteriana em pequenas lesdes
granulomatosas no pulmio, o que pode levar a eliminagdo do agente infeccioso (M. th). A
infeccdo latente, que se caracteriza por um equilibrio entre a resposta imune do hospedeiro e a
bactéria, se estabelece e pode ser mantida por um longo periodo de incubacdo do individuo
infectado sem o desenvolvimento da doenca ativa. De acordo com as estatisticas,
aproximadamente 5 a 10% dos individuos apresentam esta forma de laténcia. Contudo, esta
infeccdo pode ser reativada, causando a doenga ativa. De fato, nem todos os individuos que
aspiram o bacilo eliminado por pessoas infectadas pelo M. tb desenvolvem a doenga. Nesses
casos, os mecanismos de defesa da drvore respiratdria e a resposta inata sdo predominantes,
contendo a infeccdo na porta de entrada, sem dano tecidual ao pulmdo e sem o

desencadeamento da resposta imune adaptativa.
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2.5. Tratamento Quimioterapico da Tuberculose

Em 1944, foi descoberta por Schatz e Walsman a primeira droga anti-tuberculose, a SM
(Smith, 2003). Dois estudos clinicos envolvendo a administracdo e a utilizacdo da SM no
tratamento de pacientes com TB revelaram falhas e resisténcia a este agente (Palomino, et al
2007). Os avancos no tratamento da TB surgiram somente na década de 60, século XX, com a
descoberta da RMP. Outras drogas como a INH e a PZA também foram incluidas no esquema
terapéutico contra a TB, mas ndo foram suficientes para eliminar a doenga. A difusdo do uso
de M. bovis, (BCG) também ndo conseguiu diminuir a incidéncia da doenga. Nos casos em
que a infeccdo se da por cepas sensiveis a esses antibidticos a cura efetiva pode se estabelecer
de 6 a 9 meses com o regime de miltiplos antibidticos. O quadro 1 mostra o esquema de
tratamento preconizado pelo Ministério da Satide. Contudo, a interrupcdo do tratamento,
mutagdes espontineas conferindo resisténcia, mutacdes em genes de resisténcia as drogas, e
tratamento com drogas empiricas sem sensibilidade testada, levaram a selecdo de cepas
resistentes no mundo nos dltimos 50 anos de acordo com Godman et al, 2007. A selecdo e a
multiplicacdo dessas cepas multi-drogas-resistentes (MDR-TB) define a resisténcia a vérios
antibidticos, dentre os quais a INH e RMP, duas das mais efetivas drogas utilizadas no
tratamento de primeira linha contra a TB. Em 2006 foram definidas as cepas (XDR-TB),
resistentes a 3 ou mais das 6 classes de antibidticos utilizados no esquema de segunda linha
incluindo por exemplo: aminoglicosideos, polipeptideos, fluoroquinolonas, tiamideos,
cicloserina entre outras (Goldman et al, 2007). Dados estatisticos mostraram que, de acordo
com a classifica¢do correta de MDR-TB e XDR-TB, de 17,690 isolados resistentes a drogas
registrados de 2000-2004, 20% eram MDR-TB e 2% XDR-TB. Hoje, de acordo com
Goldman et al, 2007, a maior incidéncia das cepas XDR-TB encontra-se na Africa do Sul.

Sabe-se hoje que a infec¢do por HIV é um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento da TB ativa, devido ao comprometimento da resposta imunoldégica do
paciente. Os pacientes que apresentam a co-infeccdo TB/HIV sdo severamente
imunodeprimidos e apresentam uma alta carga viral e o tratamento com anti-tuberculostaticos
é critico para esses pacientes (Quy 2007). A RMP ¢ considerada uma droga essencial para o
tratamento desta co-infec¢do, visto que a mesma ¢ um importante indutor do citocromo P450,
especificamente a isoforma CYP3A, cujo substrato sdo alguns dos anti-retrovirais mais
usados. Assim, ocorre uma interacdo desfavordvel entre estas drogas resultando em
concentracdes sub-terapéuticas dos anti-retrovirais. Sempre que ocorre o diagndstico

simultdneo da co-infeccio TB-/HIV, o tratamento da TB deve ser iniciado imediatamente.
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Entretanto, o uso simultdneo das duas terapias induz um alto risco de efeitos adversos.
Segundo as discussdes da comunidade cientifica sobre a recidiva da tuberculose, segundo
Verver et al, 2005, em pacientes avaliados em um periodo de 5 anos, 14% dos pacientes
submetidos ao tratamento completo apresentaram recidiva, e 77% apresentaram re-infec¢do
por uma cepa de M. tb diferente da apresentada no primeiro episédio.

Esses dados sugerem que alguns individuos apresentam uma maior suscetibilidade ao
desenvolvimento da TB, o que provavelmente pode ser explicado pela presenca de alguns
fatores genéticos do préprio individuo, associados a variabilidade genética das cepas

infectantes que podem influenciar neste desfecho.
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Quadro 1: Esquema de tratamento da TB preconizado pelo Ministério da Satide do Brasil

Esquemas Indicados Fase Duracao Drogas
Rifampicina
Esquema I - 2RHZ/RH 12 2 meses ..
Isoniazida
Doentes virgens de tratamento com Pirazi d
baciloscopia positiva; tuberculose miliar e lrazinamida
tuberculose extra-pulmonar, exceto para os
portadores das formas meningoencefalicas
Rifampicina
2? 4 meses .
Isoniazida
Rifampicina
Esquema I - 2RHZ/7RH a Isoniazida
1 2 meses
Forma meningoencefilica Pirazinamida
Rifampicina
Pirazinamida
2? 7 meses
Rifampicina
Isoniazida
1? 2 meses
Pirazinamida
Esquema I reforcado — 2RHZR/4RHE
Estreptomicina
Recidiva apds cura ou retorno apds abandono
Rifampicina
Isoniazida
2? 4 meses
Estreptomicina
1? 3 meses Estreptomicina
Esquema III - 3SEtEZ / 9EtE Pirazinamida
Etionamida
Faléncia do tratamento dos esquemas I e II
reforgados Etambutol
2? 9 meses Etambutol
Etionamida

Fonte: Guia de Vigilancia Epidemiologica da Tuberculose, publicado no Ministério da Saiide sobre Programa

Nacional de Controle a tuberculose, ano de 2007.
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2.6. Suscetibilidade Genética as doencas Infecciosas e Tuberculose

Sabe-se que alguns individuos aparentemente apresentam algum tipo de heranca em
relacdo a predisposi¢do para doencas infecciosas, ou seja, esses individuos responderiam
diferentemente a uma infec¢do particular (Cooke & Hill, 2001). Em 1927, uma administragdo
acidental de M. tb na populacdo de Lubeck, na Alemanha, resultou no desenvolvimento de
uma imunidade especifica contra M. tb na maioria dos individuos, enquanto outros
desenvolveram a doenga severamente e alguns morreram. Tais dados mostram claramente que
os individuos apresentavam uma resposta diferenciada contra o M. tb (Fernando & Britton,
2006). Nos anos 80, alguns hemofilicos foram contaminados pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), mostrando que a evolucdo da AIDS era diferente entre eles. Em experi€ncia
mais recente envolvendo pacientes co-infectados com maldria foi observada uma resposta
diferenciada contra o plasmodium, parasita causador da maldria (Cooke & Hill, 2001).
Estudos realizados no modelo hanseniase, também mostram claramente o envolvimento de
fatores genéticos na suscetibilidade a doenca em pacientes residentes no Rio de Janeiro
(Santos et al 2002; Moraes et al 2003). Nas ultimas duas décadas, os modelos de estudos
dominantes para a investigacdo de bases genéticas herdadas, estiveram ligadas aos estudos de
familias, ferramenta tradicionalmente utilizada na epidemiologia genética das doencgas
complexas. Esses estudos em familia permitiram a andlise de regides do genoma com um
grande ndmero de alelos presentes em individuos infectados dentro de um niicleo familiar,
indicando a existéncia nesta regido do genoma de, pelo menos um alelo responsdvel pela
predisposi¢do genética a para doenga (Carlson et al, 2005). Nas doencas infecciosas, a
transmissdo do patdgeno entre os membros da familia pode aumentar o risco da doenca e
contribui para a observacdo desses fenotipos de segregacdo (Burgner et al 2006). Os estudos
com gémeos podem também providenciar uma contribui¢do desses genes e do ambiente,
comparando o risco geneticamente idéntico dos gémeos monozigdticos com 0s geémeos
dizigéticos. Alguns desses estudos foram cldssicos na tuberculose, demonstrando a existéncia
de um risco aumentado para o desenvolvimento da tuberculose de acordo com o histérico de
incidéncia da infeccdo na ancestralidade familiar (Kallmann FJ, et al 1943, Simonds B, 1963,
Comstock et al, 1978). Estudos mais recentes consideram varios fatores relacionados a
suscetibilidade a tuberculose, tais como a reatividade celular, apresentacdo antigé€nica,
fagocitose, cooperacdo dos linfécitos T e B e atividade bactericida com base na dependéncia
da especificidade do sistema HLA. O complexo envolvendo os Antigenos Leucocitdrios

Humanos (HLA), com cerca de 4 Mb e mais de 160 genes que codificam para diversas
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proteinas, é extremamente polimérfico, apresenta alta densidade e diversidade gé€nica além de
baixa taxa de recombinagdo, representando portanto uma regido de extrema importancia em
termos de associacdo com a suscetibilidade ou resisténcia a um grande nimero de doencgas
infecciosas, autoimunes e outras. Evidéncias substanciais suportam que o patégeno e o
equilibrio da selecdo sdo as maiores forgas para manter a diversidade do HLA. Em estudo
realizado por Kim et al, (2005), na populacdo Coreana, descrevendo aspectos ligados a
suscetibilidade a tuberculose, os autores mostraram que, dentre os varios haplétipos de HLA,
o HLA-B51, DQB1*05 e DRB1*0803 mostraram correlacdes estatisticamente significativas
com a resisténcia a drogas, formacado de lesdes avangadas e recidiva desses pacientes com TB.
Outros estudos de base populacional t€m estabelecido a correlagdo da tuberculose com
polimorfismos nos genes que codificam para a resisténcia natural associada a proteina de
macréfago (NRAMPI- SLCI11AI), receptor de vitamina Ds IL-1, IL-10, IFN-y ILI12p40,
STAT1 (Frieden et al 2003, Fernando & Britton, 2006, Dupuis et al, 2001). Embora a
importancia funcional da maioria desses polimorfismos ndo esteja estabelecida, para vérios
genes a relacdo de associagdo com diferentes desfechos, incluindo suscetibilidade a diferentes
doengas infecciosas, ja é fato comprovado. No caso, por exemplo, da vitamina D3 um
imunomodulador hormonal produzido em grandes quantidades pelos macréfagos alveolares,
capaz de ativar os mondcitos humanos, suprimir o crescimento da micobactéria (Tsoukas et
al, 1984 Rook et al 1986), ativada pelo receptor de vitamina D3 (VDR), tais polimorfismos
podem ter importantes implica¢des na formagdo do granuloma (Cadranel ef al, 1988). Estudos
relacionados a presenga de polimorfismos no receptor de vitamina D (VDR), presenca do
alelo t ou auséncia do alelo T no sitio da endonuclease Tagl/, mostraram uma relagdo direta
com os niveis de RNAm para VDR e da vitamina D3 (altos niveis de RNAm e altos niveis
séricos de vitanima D3 para o alelo t). De acordo com Bellamy, (1999), em estudo realizado
com a populacdo da Gambia, o genétipo homozigoto tt apresentou um efeito protetor contra o
desenvolvimento de tuberculose pulmonar. Em contraste, o mesmo gendtipo foi associado a
suscetibilidade 2 TB pulmonar em mulheres da Africa do Sul (Selvaraj er al, 2000).
Resultados controversos em estudos de associacdo de fatores genéticos com diferentes
desfechos para doengas infecciosas tém sido relatados constantemente para diferentes loci.
Em estudo conduzido por Bellamy et al, (1998) vérios polimorfismos foram identificados na
populacdo da Gambia, as variantes (D543N, 3"UTR, INT4 e o alelo 2 da extremidade 5°do
NRAMPI-SLCI1IA]I foram associadas a suscetibilidade a TB, e de acordo com Awomoyi et
al, (2002) estdo associadas ao aumento da producdo de IL-10. A heterozigose nos

polimorfismos das variantes INT4 e 3 UTR confere um risco elevado para o desenvolvimento
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da tuberculose (Bellamy et al, 1998), entretanto, a variagdo D543N na populacdo do Camboja
foi associada como um fator de protecdo contra a TB pulmonar (Delgado et al, 2002). Uma
outra citocina crucial na defesa contra M. tb € o interferon-y e varios SNPs associados aos
diferentes desfechos possiveis de TB t€m sido descritos. O mais importante refere-se ao
polimorfismo A+874T, localizado no intron I, que se liga ao sitio de fator de transcri¢io
NFxB. Estudos funcionais demonstraram que a variante alélica +854A estd relacionada a
baixa produgdo de IFN-y. Posteriormente um estudo de associacdo conduzido na populacio
miscigenada da Africa do Sul mostrou um aumento no risco a tuberculose para individuos
portadores dessa variante alélica +854A (Rossouw et al, 2003). Em estudo recente, realizado
na populagdo do Rio de Janeiro e Goids, estes dados foram corroborados por Amim e
colaboradores (Amim et al, 2007). Segundo Reuss et al (2002), cerca de 50% da producao de
IL-10 é determinada geneticamente e os outros 50% sdo por determinacdo dos fatores
ambientais, Calado et al (2006) descrevem que o gene de IL-10 apresenta expressoes
monoalélicas em células T CD4 em modelos murinos e o inicio da transcrigdo monoalélica
depende da forca de ligacdo ao receptor de células T (TCR) e a subseqiiente capacidade de
sobrepor a restricdo imposta pela hipoacetilacdo da cromatina. De acordo com Paixdo et al
(2007), os genes de citocinas sdo regulados via expressdo estocdstica monoalélica,
provavelmente devido ao nimero de modificacdes cumulativas na cromatina e por selecdo
indireta de células ativadas. Outras associa¢Oes entre a predisposi¢do genética e tuberculose
também envolvem as variacdes étnicas, que refletem nas diferentes contribui¢cdes desses
diferentes alelos em um modelo poligénico. Entretanto, o efeito desses polimorfismos, que
conferem suscetibilidade em uma populagdo e protecdo em outra permanece inconclusivo,

devido a grandes dificuldades de separacdo das influéncias ambientais e genéticas.

2.6.1. Imunopatogenia da Tuberculose e Imunidade Inata

Cerca de 90% das pessoas sauddveis dificilmente desenvolvem tuberculose (TB), esses
individuos se protegem desse patdogeno inaldvel através de barreiras fisicas como pelos nasais,
secregdes traqueobronquicas, depuragdo mucociliar; entretanto outros aspectos, como a
resposta imune inata, sdo fundamentais para a contencdo do processo infeccioso. Alguns
fatores ambientais e as baixas condicdes soOcio-econdmicas contribuem para o
desenvolvimento da doenga, assim como os pacientes portadores de HIV que possuem o

sistema imunoldgico comprometido, mas permanecem desconhecidas as bases imunoldgicas
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para o desenvolvimento da tuberculose em cerca de 10% dos individuos que sdo infectados
pelo M. tb (Hanekom et al 2007). A resposta inume inata é a primeira barreira de contencio
do patégeno, e a fagocitose, por células mononucleares ¢ um dos principais componentes
formadores dessa resposta. Outros componentes da resposta imune inata podem ser citados,
como a producdo da proteina do macréfago associada a resisténcia natural (NRAMP), crucial
no transporte de nitrato para compartimentos intracelulares tais como o citosol, a participa¢do
de neutréfilos, células T CD-1, células T CDS8" restritas, células natural “killer” (células T
NK) envolvidas na producdo de IFN-y e capaz de ativar os macréfagos para a eliminagdo da
micobactéria (Raja, 2004). O reconhecimento do M. tb ou produtos micobacterianos € o passo
crucial para a resposta efetiva do hospedeiro. Os receptores do tipo Toll (Toll-like receptors,
TLRs) estabelecem a ligacdo da imunidade inata a imunidade adaptativa. De forma geral, os
receptores TLR constituem uma familia de proteinas transmembrana que reconhecem padrdes
moleculares de ligantes microbianos que sdo capazes de induzir a sinalizacdo de vias
inflamatdrias e/ou antinflamatdrias (Berrington & Hawn er al, 2007). De acordo com Raja
(2004) na tuberculose, as interacdes do M. th e dos TLRs sdo complexas, pois as moléculas do
M.tb podem interagir com diferentes membros da familia dos TLRs ao mesmo tempo.
Segundo Berrington & Hawn et al (2007) as moléculas do M.tb reconheciveis por TLRs sdo
lipoproteinas reconhecidas por TLR2 ou pelo heterodimero de TLRI ou TLR6,
lipopolissacarideos reconhecidos por TLR4, flagelina por TLRS e DNA bacteriano (CpG por
TLRO.

De acordo com Kriski et al (2000), alguns aspectos da imunidade inata ndo podem
explicar os diferentes graus de resisténcia natural que ocorrem na espécie humana; portanto, a
maior ou menor resisténcia natural parece estar relacionada com a maior ou menor velocidade
que o hospedeiro infectado € capaz de desenvolver sua resisténcia adquirida. Assim, a
resposta imune pode ser revista como os diferentes eventos especificos de resposta a uma
molécula imunogénica. Como possiveis desfechos ap6s a infec¢do com o M. th podemos ter:
a) o controle da infeccdo por M.tb pela resposta imune inata, b) laténcia e c¢) o
desenvolvimento da TB ativa (Ehrt et al 1997).

Conforme citado acima, o controle da infec¢do por M.tb no hospedeiro humano pelos
mecanismos da resposta imune inata envolve elementos como a fagocitose da micobactéria
por células dendriticas, macréfagos alveolares com a secrecdo da IL-12, ou producdo de
NRAMP (Raja 2004). Portanto, esses processos se caracterizam como componentes da
resposta imune inata que podem determinar direcdes que a resposta imune adaptativa mediada

por células T seguird na apresentacdo de antigenos micobacterianos, expressio de sinais co-
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estimulatdrios e producdo de citocinas (van Crevel et al 2002). Outros dados da literatura
sugerem que as lisozimas e outras enzimas sdo importantes na primeira linha de defesa na
imunidade inata contra o M. tb.

A rota de entrada do M.th no organismo humano é a via respiratéria. Ao conseguir
ultrapassar as barreiras naturais, 0 mesmo alcanga os pulmdes, e os macréfagos alveolares sdo
os primeiros tipos celulares envolvidos no combate ao patégeno; posteriormente, células
dendriticas e macréfagos derivados de mondcitos recentemente recrutados tomam parte deste
processo. A endocitose de M. tb envolve diferentes receptores nas células fagociticas, que se
ligam tanto ao bacilo ndo opsonizado ou reconhecem opsoninas na sua superficie.

A micobactéria pode invadir os macréfagos apds a opsonizagdo com o fator de
complemento C reconhecido por receptores do tipo CR1, CR3 e CR4, encontrados na
superficie celular do fagdcito. Entretanto o M. tb pode se ligar diretamente aos receptores do
tipo CR3 e CR4. A proteina sufactante do tipo A (Sp-A) € uma proteina da familia das
colectinas capaz de opsonizar M. tb, e assim facilitar a entrada do bacilo, através da ligagdo a
receptores, em células fagociticas como os macréfagos, neutréfilos e pneumdcitos. Outro
membro da familia de colectinas € a lectina ligadora de manose (MBL), envolvida na entrada
da micobactéria em células fagociticas através do reconhecimento de residuos de carboidratos
na superficie micobacteriana. Os MBL também podem induzir a fagocitose, o reconhecimento
de M. tb ou de componentes micobacterianos de parede celular de origem lipidica como
lipoarabinomonana (LAM) e o lipopolissacarideo (LPS) das bactérias gram-negativas, etapa
crucial na resposta imune inata do hospedeiro (Zhang et al 1993). Outros fatores também
estdo envolvidos nesse processo, como as proteinas séricas ligadas ao LPS, podemos citar, a
LBP (LPS-binding protein), capaz de aumentar a resposta de macréfagos a LPS e LAM via
receptor de superficie CD14. Interessantemente, as concentracdes de CD14 e proteinas
associadas a LPS no soro estio elevadas em pacientes com tuberculose ativa (van Crevel et al
2002). Em paralelo, os receptores Toll-like (TLR), conservados filogeneticamenete e
participantes efetivos da imunidade inata, sdo essenciais para o reconhecimente microbiano
por macréfagos e células dendriticas. Até o momento foram identificados mais de 10
diferentes membros da familia TLR, como o TLR2, essencial no reconhecimento a
lipopeptideos e peptioglicanos bacterianos (Kaisho et al 2001), ou o TLR4, responsdvel pela
resposta celular contra LPS (bactérias gram-negativas) ou ainda o TLR9, que reconhece
dinucleotideos CpG contendo DNA bacteriano (Subhendu Basu & Matthew J. F, 2004).

M. tb nos macréfagos alveolares, os aspectos de reconhecimento celular tais como a

interacdo macréfagos-células T e o processamento e apresentacdo de antigenos via MHC de
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classe II, produ¢do de IFN-v, indug@o da sintese de 4cido nitrico 2 (NOS,) e producdo de
mediadores de oxido nitrico e outros radicais de nitrogénio (RNIs) sdo essenciais para a
contengdo e eliminacdo do agente patogénico, em associagdo com outros aspectos da resposta
imune inata e adaptativa. No entanto, em alguns casos mesmo os macréfagos alveolares
ativados podem falhar na erradicagdo de M. th. A micobacteria é capaz de resistir no
endossomo primdrio e subsequentemente de impedir a fusdo endossomo-lisossoma devido ao
seqiiestro de fons de ferro utilizados nos mecanismos de defesa da célula hospedeira (Schaible
et al 1999, Andrews 2000).

O hospedeiro humano também € capaz de conter a replicacdo micobacteriana através da
producgdo de IFN-y, seguida da ativacdo dos macréfagos e da producdo de moléculas pro-
inflamdtorias como IL-8, TNF-ot e IL-1B. As células dendriticas detém a capacidade de
capturar antigenos da periferia e direcionalos para 6rgaos linféides secundérios. As células
DCs precursoras, ao encontrar organismos patogénicos, sdo capazes de ativar outros tipos
celulares como eosindéfilos, macréfagos, e células NK, ou ainda conter a infec¢do através da
formacgdo do granuloma no pulmao.

Dados da literatura indicam que, uma vez detectada alguma anomalia na resposta imune,
devido ao aumento de resposta do hospedeiro, M. tb é capaz de reprogramar os seus genes e
entrar em uma fase de “laténcia” para uma posterior ativacdo em ambientes mais favordveis.
De acordo com as observacdoes de Hisert et al (2004), trés genes do M. tb foram
aparentemente identificados e demonstraram ser essenciais para crescimento in vivo sob a
pressao imune do IFN-vy, esses genes reconhecem uma poliquetina sintetase 6 € uma potencial
glicosil transferase. Portanto, acredita-se que M. tb regula esses genes para uma adaptacdo ao

ambientes intracelular que ainda precisa ser moldado.

2.6.2. Formacio do Granuloma

A formacdo do granuloma caracteriza-se como uma marca da tuberculose que estd
associada a uma resposta cronica infecciosa antigénica, principalmente quando é
acompanhada de uma necrose caseosa. Essa necrose pode também ser vista em outras
patologias como esquistossomose, hanseniase e malaria (Boros 1999, Modlin & Rea 1988). O
granuloma é composto por diferentes tipos celulares, incluindo as células CD4, CD8 e células
B (Raja, 2004). Nos granulomas humanos, os macréfagos estdo localizados nas dreas centrais

da estrutura e rodeados por linfécitos. Como revisto por Raja em 2004, o passo importante
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para a estrutura do granuloma é o recrutamento intravascular das células imunes para a
proximidade do foco da infeccdo e posterior localizacdo nas regides infectadas. As células
CD4" T sdo predominantes na camada linfocitica ao redor do granuloma, assim também foi
detectada a presenca de células T CD8". Granulomas maduros em humanos geram grandes
quantidades de células em processo de apoptose e a proliferacdo da micobactéria ocorre tanto
em linfécitos quanto em macréfagos derivados dessa estrutura bioldgica (Spector et al, 1966).
Uma das func¢des do granuloma € o controle da infec¢do pela interferéncia na comunicagdo
entre as células imunocompetentes. No desenvolvimento do granuloma, hd células
homotipicas e heterotipicas que utilizam moléculas de adesdo tipo I (ICAM-1) e sdo induzidas
efetivamente por M. tb ou por LAM, segundo Lopez Ramirez (1994). A diferencia¢do das
células epitelidides produz proteinas de matriz extracelular (fibronectina e osteopontina), que
promovem o ancoramento celular através de moléculas de integrinas (Nau et al, 1997). De
acordo com Raja (2004), alguns autores subdividem a organizac¢io do granuloma com base no
nimero de células e a natureza da necrose. De uma forma geral, o granuloma permite a
infeccdo persistente do hospedeiro e a estimulagdo cronica das células forma a base para as
lesdes caseosas, a0 mesmo tempo em que hd um isolamento de M. tb; porém, este equilibrio
pode se romper caso ocorra alguma falha nos mecanismos imunes de defesa. Portanto, a
tuberculose latente pode ser vista como uma relagdo harmonica de parasitismo entre o bacilo e

o hospedeiro.

2.6.3. Imunidade Adaptativa na Tuberculose

As imunidades inatas e adaptativas estdo conectadas. E tanto os tipos celulares primdrios
envolvidos na resposta imune inata, macréfagos e células dendriticas, como a prdpria
micobactéria desempenham um papel importante na inicia¢do da imunidade adaptativa
através da apresentacdo de antigenos, co-estimulacdo e producdo de citocinas. Os sinais co-
estimulatdrios estabelecidos na literatura sdo: B-7.1 (CD80) e B-7.2 (CD86), que sdo
expressos na superficie dos macréfagos e células dendriticas e ligam-se a CD28 e CTLA-4 em
células T. Segundo Saha et al (1994), observagdes in vitro de mondcitos com M. th
determinam a diminui¢do da expressdo de B-7.1. Em outro aspecto, a infeccdo de células
dendriticas com M. tb induziria a expressao de B7.1, CD40 e ICAM-1, de acordo com van
Crevel et al (2002). Contudo, a expressdo de moléculas apresentadoras de antigenos e a
ativac@o celular € um processo dindmico que também é regulado pela presenca de citocinas.

Virias citocinas produzidas por mondcitos e células dendriticas ativadas sdo essenciais para a
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estimulag¢do de linfécitos T, tanto que para o controle da infeccdo necessitam da resposta
imune Th-1. A interleucina-12 € induzida pela fagocitose do M. tb pelos macréfagos e células
dendriticas que direcionam o desenvolvimento da resposta Th-1 com a producdo de IFN-y
(Ladel et al 1997). O IFN-v € uma citocina importante no controle da infec¢do de M. tb, sendo
produzida por células CD4" células T CD8" e células NK, sendo importante na ativagdo de
macréfagos que inibem o crescimento do M .tb in vitro e producido de iNOS (Flesch et al,
1987). Neste contexto, uma outra citocina importante é o TNF-o, que possui multiplas
funcdes na resposta imune contra a tuberculose. O TNF-¢ é produzido por macréfagos e estd
envolvido no controle da infec¢do, morte bacteriana, produ¢do de moléculas de adesio,
quimiocinas e receptores de quimiocinas, controle da formacdo do granuloma e migracdo
celular para os tecidos infectados (Raja 2004). Um estudo conduzido por Flynn et al (1995)
mostrou que camundongos deficientes de TNF-a ou receptor de TNF-at infectados pelo M. b
morreram rapidamente, e foram observadas altas taxas da bactéria quando comparado ao
grupo controle. As citocinas inflamatdrias sdo capazes de induzir o dano tecidual e moléculas
de M. th, como o LAM e CFP32 (Flynn & Chan 2005), também promovem a expressao de
citocinas do tipo Th-2 como TGF-B e IL-10 (Martino et al 2004). Vérios estudos tém
demonstrado que a produg@o prematura ou a secrecdo desproporcional de citocinas anti-
inflamatérias podem ajudar o M. tb. Niveis aumentados de IL-10 foram associados a
ineficiéncia de processos infecciosos por agentes patolégicos como Mycobacterium leprae,
progressdo do HIV e Leishmania spp (Sieling et al, 1993; Stockl et al 1999; Stylianou et al,
1999), de acordo com a literatura, acredita-se que este deve ser o caso na infec¢do por M. th
(Mason et al 2007).

O M. tb reside nos vacuolos alveolares e a apresentacio de antigenos via MHC de classe 11
e células CD4" gera um dos principais desfechos da infecgdo. A fungdo efetora de linfécitos
CD4" é a produgdo de IFN-y e possivelmente de outras citocinas capazes de ativar
macréfagos, para o controle e eliminacdo do microrganismo intracelular. Como descrito por
Selwyn et al, 1989, em humanos, a patogénese da infeccao por HIV demonstra que a perda de
células T CD4" aumenta drasticamente a suscetibilidade tanto aguda quanto de reativagio da
TB. Camundongos “knockout” para MHC classe II ou CD4" apresentaram niveis baixos de
IFN-y durante uma infec¢do experimental com M. tb (Caruso et al, 1999). As células CD8"
sdo também capazes de secretar algumas citocinas como IFN-y e IL-4 e podem ter
importancia na regulagdo celular de perfis Thl e Th2 em pacientes com tuberculose

pulmonar. Apds a lise celular, as bactérias sdo liberadas no meio extracelular, podendo
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disseminar, entretanto podem ser fagocitadas por células capazes de elimind-las apds a
ativacdo. Esse mecanismo, que envolve a produgdo de granulisina e perforina pelas células
CDS8", seria diretamente responsdvel pela morte de M. th (Kaufmann et al 1999). A
granulisina é responsdvel pela morte bacteriana devido ao acesso ao M. tb no interior dos
macréfagos através dos poros formados pela perforina, é também uma molécula citotéxica
para M. tb e outras bactérias, pois interage com lipidios e aumenta a permeabilidade da

membrana plasmatica (Flynn & Ernst 2000).

2.6.4. As citocinas e os polimorfismos nos genes candidatos: influéncia na resposta

imune a Tuberculose

A resposta imune desencadeada pelo hospedeiro contra a M. tb é regulada por vérios
mecanismos complexos e de multiplas etapas. Dentre estes componentes estdo as citocinas
componentes desta rede de fatores moleculares, e a possivel influéncia de seus polimorfismos
no desfecho da infeccdo por M. th. As citocinas sdo pequenas moléculas secretadas pelas
células em resposta a um estimulo especifico que podem alterar o comportamento das mesmas
ou de outras células; agem nestas células através da liga¢do a um receptor especifico iniciando
a transdug@o de sinal e sdo importantes moduladores dos processos inflamatérios (Howel et
al, 2007). O equilibrio entre as citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatdrias determina a
intensidade da resposta inflamatéria nos limites fisioldgicos e patoldgicos. Essas citocinas
controlam ou modulam essa rede complexa contendo cascatas interativas na ativacdo e
supressdo de genes (Rao et al, 2007). Podem ser estimuladas ou reprimidas quando a célula é
exposta um estimulo particular, sua expressdo pode ser em uma célula restrita ou em vérios
tipos celulares. Acredita-se que a maioria dessas respostas sdo controladas a niveis
transcricionais; o aumento desses niveis transcricionais e a inducdo dos genes apds a ativacdo
das células € muito rdpida (Shannon et al, 2001). Nos dltimos anos as regides promotoras e as
regides de “enhancer” dos genes de citocinas, foram mapeadas e seus dominios funcionais
caracterizados. Hoje estd estabelecido que o interferon gama (IFN-Y) regula vias importantes
tanto na resposta inata quanto adaptativa protetora contra vérios agentes patogénicos
intracelulares. E uma citocina chave no controle da infec¢io por M. tb e é produzida por
células CD4", CD8" e células NK. O gene de IFN-y humano localiza-se no brago longo do
cromossomo 12, na regido q14 (humanGenelD 3458 — Pubmed). O gene humano é composto

de quatro exons e trés introns, com tamanho de 4.9 Kb, esta sequencia gendmica origina um
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transcrito primdrio de 1.2 Kb, incluindo regides de 3°e 5 ndo traduzida (UTR), que determina
uma proteina de 166 aminodcidos (aa). Dados da literatura mostram que defeitos em genes
que afetam o IFN-y conferem suscetibilidade a tuberculose (Picard et al 2002). Embora
estudos demonstraram que a regido codificante do IFN-y € muito conservada até hoje nenhum
polimorfismo foi identificado e poucas sdo as variacdes na regido promotora do gene de /FN-y
descritas na literatura com potencial para afetar sua expressdo. Entretanto um estudo
conduzido por Lépez-Maderuelo (2003) revelou que o polimorfismo de /FN-y na regido
intrOnica (+874) estd significativamente associado com tuberculose pulmonar; evidéncias
mostram que este polimorfismo influencia a producdo de IFN-y. Uma associacdo entre o
polimorfismo IFN-y (+874) T/A e a tuberculose foi publicado em amostras de 45 pacientes
Sicilianos portadores de TB ativa (Lio, 2002). Contudo, a significancia funcional da
associacdo ndo foi explorada. Além deste trabalho, a associacdo positiva do IFN-y (+874) com
TB ja foi registrada na populagdo espanhola (Lopez-Maderuelo, 2003), Sul Africanas
(Rossouw, 2003). A freqiiéncia de risco A/A na populacdo Chinesa (45,7%) foi menor que a
da Africa do Sul (47%), mas mais alta que na Sicilia (26%) e Espanha (28%). Em estudo
realizado por Amin et al, (2007) foi vereficada a influéncia desse polimorfismo IFN-y (+874)
com a baixa produ¢do de IFN-y, demonstrando que individuos heterozigotos possuem 25%
mais de chance de desenvolver tuberculose ativa quando comparada a homozigotos
portadores do gendtipo A/A. Essas observagdes foram feitas na populacdo brasileira que tem
por caracteristica uma mistura étnica, sugerindo que este SNP estd associado a tuberculose em
diferentes populagdes. Um estudo recente conduzido por Pacheco et al, (2008), utilizando
meta-andlise em 11 estudos conduzidos em Americanos, Africanos, Europeus e Asidticos,
revelou que o polimorfismo IFN-y (+874T/A) mostrou significante protecdo associada a
Tuberculose em diferentes etnias nas populagdo mundiais.

O Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-o) ¢ um gene que codifica uma citocina pro-
inflamatéria multifuncional, secretada por macréfagos, envolvida em amplo espectro dos
processos bioldgicos, incluindo, a proliferacdo celular, diferenciag@o, apoptose, metabolismos
de lipideos e coagulacdo (Chouaib et al, 1992). Das vdrias citocinas associadas com a
patogénese da tuberculose, incluindo IFN-y e IL-12, acredita-se que TNF-a seja responsavel
pela prote¢do contra o desenvolvimento da doenca (Rook, 1990). O gene humano que codifica
para TNF-a localiza-se no brago curto do cromossomo 6 na regido p21.3, contém quatro
exons e trés introns de 2.7 Kb (Gene ID: 7124 — Pubmed). A seqii€ncia gendmica da origem a

um RNA mensageiro de 1.6 Kb, incluindo as regides 5°e 3°’UTR, com respectivamente 180 e
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793 pb. Conforme os dados da literatura, TNF-o € produzido como pré-hormonio de 233 aa, é
processado em uma proteina madura (ndo glicosilada) com 157 aa por clivagem de um
peptideo de 76 aa. Vdrios polimorfismos de base tinica (SNPs) dentro do gene TNF ji foram
descritos. Ha 621 SNPs cadastrados nos bancos de dados do National Center for
Biotechnology Information - NCBI, sendo mais de 10 na regidio promotora. Os efeitos dos
SNPs presentes na regido promotora, em relagdo a liga¢do de fatores de transcri¢do, ndo estdo
totalmente elucidados.

A proteina de macr6fago associada a resisténcia natural NRAMP1 é uma proteina integral
de membrana, expressa somente no lisossomo de macréfagos e mondcitos. Apds a fagocitose
da bactéria, NRAMP1 € conduzida para a membrana do fagossomo contendo a bactéria, onde
deve modificar o ambiente para afetar a replicacdo da bactéria, agindo como uma bomba de
cation divalente a qual poderia remover ferro ou outros cétions divalentes do fagossomo
(Blackwell et al, 2000). O gene homo6logo humano de Nrampl foi originalmente designado
NRAMPI, renomeado posteriomente como SLCIIAI (Solute carrier family 11 member 1) .
No humano localizado no cromossomo 2q35, esse gene que codifica para Nrampl consiste
em 15 exons distribuidos em um fragmento de DNA de 12 Kb e codifica uma proteina de 550
aminodcidos (Cellier et al, 1994). Diversos polimorfismos foram identificados no gene
humano NRAMPI e foram realizados alguns estudos de associacdo desses SNPs com
suscetibilidade a tuberculose em algumas populagdes. O estudo conduzido por Bellamy et al
(1998) foi o pioneiro na associagdo de polimorfismos do gene de Nramp| e a suscetibilidade a
ocorréncia da TB, realizado no Oeste da Africa, onde foram identificados quatro diferentes
polimorfismos: 5°(CA)n, INT4, D543N e 3’UTR, significativamente associados com a
suscetibilidade a ocorréncia de tuberculose ativa. Individuos que foram heterozigotos para
ambos os alelos INT4 e 3’UTR estavam particularmente bem representados naqueles com
tuberculose, o que conduziu a um aumento de 4 vezes o risco de tuberculose comparado com
os controles etnicamente agrupados. De acordo com Bellamy et al (1998), este polimorfismos
sdo fatores de risco para TB no Oeste da Africa. Entretanto outros estudos mostraram que
polimorfimo 3°UTR foi associado (na populacdo da Coréia) com tuberculose enquanto
polimorfismo na regido 5°CA (repeticdo) € associado a tuberculose na populagdo japonesa
(Awomoyi et al, 2002).

A IL-12 é uma outra citocina que atua principalmente nas células T e nas células NK, e é
um fator determinante na regulagdo dos padrdes de Th-1 e Th-2 nas infeccdes (Seder et al,
1993). O eixo de ativagdo de IL-12 aparentemente desempenha um papel crucial no

desenvolvimento e manunten¢do da resposta imune contra o M. tb (Flynn et al, 1993). Os
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genes que codificam para cada sub-unidade da IL-12 localizam-se em cromossomos distintos
em humanos. O gene da sub-unidade p40 (IL-12B) estd localizado no brago longo do
cromossomo 5 regides q31.1 -33.1 (GenelD: 3593 — Pubmed), contém seis exons e cinco
introns, incluindo regides 5" e 3 UTR, esse gene apresenta 15 Kb, e transcreve um RNAm de
2.3Kb e traduz uma proteina de 238 aa. O gene que codifica para a subunidade p35 (IL-12A)
localizado no brago longo do cromossomo 3 na regido q25.33 — q26 (GenelD: 3592 —
Pubmed), apresenta sete exons e seis introns, e traduz uma proteina de 253 aa. Como descrito
por Yilmaz et al, (2005), varios polimorfismos na regido promotora, em regides intrOnicas e
na regido 3'UTR foram identificados no gene IL-12p40; os SNPs presentes na regido 3 UTR
(+16974 A/C) foram correlacionados com altos niveis in vitro na secrecao de IL-12
individuos homozigotos possuem niveis mais altos da citocina em relacdo a individuos
heterozigotos. Em estudo realizado na Indonésia, foi observado que a heterozigozidade de
polimorfismos na regido promotora do gene de IL-12 foi associada a prote¢@o contra a TB em

individuos vacinados com BCG, de acordo com Sahiratmadja et al (2007).

2.6.5. Estado da arte do gene avaliado neste estudo

2.6.5.1. Interleucina -10

A interleucina -10 (IL-10) € uma importante citocina multifuncional, secretada por varios
tipos de células e assume um papel fundamental no controle das fun¢des dos macréfagos e na
resposta inflamatdria através da sua direta habilidade de regular a producdo de TNF-o e
outras citocinas pro-inflamatérias (de Waal Malefyt et al 1991).

A IL-10 € produzida inicialmente apds a fagocitose do M. tb por macréfagos e em
pacientes com TB a expressio de RNAm foi demonstrada em células mononucleares
circulantes, no sitio de infec¢ao pleural e de lavado broncoalveolar (Shaw et al, 2000, Aubert
Pivert et al, 2000). A IL-10 antagoniza a produg¢do de citocinas proinflamatérias através da
regulacdo negativa das citocinas INF-y, TNF-a e IL-12. A participacdo desse citocina é
essencial a resposta imune protetora contra a TB (van Crevel 2002, Murray et al 1997) e ja foi
mostrado que camundongos transgénicos que expressam altos niveis de IL-10 s@o mais
suscetiveis a infeccdo micobacteriana, mesmo que esses camundongos continuem produzindo
IFN-y em niveis normais semelhantes aos detectados nos controles. Em estudo realizado por

Boussiotis et al (2000), em individuos com tuberculose, a producdo de IL-10 foi alta em
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pacientes anérgicos, ambos, antes e apds o tratamento, sugerindo que M. tb induz a produgdo
de IL-10, suprimindo a resposta imune efetiva. Conforme descrito por Salgame e
colaboradores (2005), a presenca de IL-10 seria induzida pela sinalizacdo do TLR2 em
resposta a infeccdo com M. th como parte da regulacdo negativa da resposta imune visando a
inibicdo da resposta inflamatéria para limitar o dano. Em estudo avaliando células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de pacientes com TB ativa, negativos para
reacdo tuberculinica, Jang e colaboradores mostraram que os pacientes apresentaram altos
niveis de IL-10 e IFN-y na resposta imune a TB (Jang et al 2006). Alguns estudos verificaram
o perfil imunossupressor de IL-10 na inibicdo das infec¢des virais persistentes, segundo
Brooks et al (2006), a administracdo terapéutica de anticorpos que bloqueiam o receptor de
IL-10 seria capaz de induzir o retorno das fungdes das células T, atigindo dessa maneira a
eliminacao da infec¢ao viral.

O gene de IL-10 localiza-se no braco longo do cromossomo 1 entre a regido q31-q32
(GenelD: 3586 Pubmed) e apresenta cinco exons e quatro introns incluindo as regides 5°e 3
UTR. A regido promotora é caracterizada e descrita como um fragmento de 4200-bp. O do
gene, de ~4.9 Kb, transcreve um RNAm linear de 1.6Kb e traduz uma proteina de 178aa. Os
niveis da secrec¢do de IL-10 sdo varidveis entre os individuos e cerca de 75% dessas variagdes
sdo inter-individuais e hereditarias. O gene humano de IL-10 é extremamente polimdrfico e
essas variacdes sdo as responsdveis nos diferentes niveis de IL.-10 (Kube et al, 2001). Existem
hoje 49 polimorfismos em associacdo com IL-10 e um grande nimero de SNPs depositados
em bancos de dados, como por exemplo o Ensembl, sendo que desses 49 polimorfismos, 46
sdo SNPs, dois sdo polimorfismos de microsatélites e o dltimo € uma pequena delecdo de 3 pb
de bases. 28 polimorfismos estdo na regido promotora, 20 estdo na regido intrOnica (ndo
codificante) ou s@o substituicdes sindnimas, € somente 1 resulta em troca de aminoacido
(Howell et al, 2006). O controle transcricional no gene humano de IL-10 ndo estd bem
definido, entretanto acredita-se que outras citocinas podem influenciar, tais como IL-12 e
TNF (Trinchieri, 1997, Dickensheets er al, 1997, Meisel et al, 1996. Varios estudos tem
sugerido que, quando a transcri¢do do gene € influenciada por TNF, existe uma associagdo
direta com os complexos de NFxB e proteinas REL. Entretanto, um estudo recente sugere que
o mitégeno p38, ativando a via kinase, também regula em humanos o promotor de IL-10 pela
ativac@o do fator de transcri¢do spl. A atividade de IL-10 é mediada por células especificas
na superficie do receptor de IL-10, que expressa uma variedade de células, inclusive as do

sistema imune (Zhang et al 2006). Uma outra caracteristica € a interacdo de IL-10/IL-10R na
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ativacdo das tirosinas kinases Jakl e Tyk2, inibindo a atividade de NFxB, resultando dessa
maneira na ativacdo da transcricdo de numerosos genes (Clarke et al, 1998) . Vdrios
elementos polimorficos no promotor de IL-10 e nas regides 5 foram associados com a
suscetibilidade a diferentes patologias. O melhor exemplo foi o Lipus Eritematoso Sistémico
(SLE), onde Kube et al, (2001) e outros pesquisadores, encontraram associacio entre uma
regidao do gendtipo microsatélite de IL-10.G e a suscetibilidade a doenca e gravidade. A
variabilidade genética no gene de /L-10 e outros genes de citocinas sdo usados nos estudos
das doengas imunes para determinar a suscetibilidade e gravidade. Nos dltimos anos, chamou
a atenc¢do o papel dos niveis de citocinas nos processos inflamatorios e resposta imune. Varios
alelos de IL-10 foram diferentemente associados a outras patologias como a artrite
reumatdide, asma, colite ulcerativa, hepatite, tuberculose, hanseniase e cancer (Hajeer et al,
1998, Eskdate ef al, 1998, Rosenwasser ef al, 1997, Lim et al, 1998). Como comentado acima
o promotor de IL-10 ¢é altamente polimérfico e polimorfismos de base tnica (SNPs) nesta
regidao formam combinagdes com as trés mutacdes mais estudas nas posi¢des contadas a
partir do sitio de traducdo ATG de acordo com (Eskdale er al 1997), sendo a -627 C/A
(reportada como -592), -854 C/T (reportada como -819) e -1117 G/A (reportada como -1082),
cujos haplétipos (ATA, ACC, GCC) foram associados com as diferentes expressdes de IL-10
(Eskdale et al, 1999). A substituicdo C/A na posicdo -627 esta em completo desequilibrio de
ligagdo com a substituicdo C/T na posi¢do -854 e o polimorfismo na posi¢ao -1117 G/A existe
em desequilibrio de liga¢do entre o alelo A na posi¢do -627 e -1117 (Eskdale er al, 1997).
Estudos in vitro indicaram que a variante alélica -627*A estd associada com uma baixa
atividade transcricional bem como uma diminui¢do da secre¢do dos niveis de IL-10 (Turner et
al, 1997, Crawley et al, 1999). Existem varias evidéncias que o haplétipo ATA na regido
promotora do gene IL-10 € geneticamente relevante e estd associado a baixa produgdo desta
citocina. Entretanto, o haplétipo GCC foi identificado como alto produtor de IL-10, sugerindo
dessa maneira que existem diferengas na progressao de determinadas doencas nos individuos,
resultando em uma heranca genética dos polimorfismos no promotor do gene de IL-10 (Zhang
et al, 20006).

Nos ultimos anos, vdrios trabalhos foram publicados estudando os polimorfismos
presentes na regido promotora do gene /L-10, principalmente as variacdes que ocorrem nas
posicdes 3 (-627 C/A, -854 C/T e a -1117 G/A) e a suscetibilidade a ocorréncia da TB. Em
um estudo caso-controle conduzido por Delgado et al (2002) em pacientes com TB pulmonar
na populag¢do da Camboja, foi observada uma associagdo entre a heterozigozidade para o SNP

-1117 na regido do promotor de IL-10 e a suscetibilidade a Tuberculose pulmonar nos
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Cambojanos, o que ndo foi confirmado para a populagdo da Gambia. Segundo Henao et al
(2006) existe uma forte associagdo principalmente com a forma pleural da tuberculose e o
SNP -1117 gendtipo homozigoto A/A estd associado a baixa produgdo de IL-10, nesse estudo
nao foi encontrado associacdo do SNP -1117 e suscetibilidade a tuberculose pulmonar como
reportado em outros estudos. Os dados publicados na literatura por Oral et al, (2006), sugere
que o SNP -1117 genétipo A estd associado a progressdo da TB pulmonar. Entretanto existem
alguns contrates com outros dados da literatura em outras popula¢des onde nenhuma
associacdo significativa foi encontrada em relagdo a freqii€ncia dos genétipos referentes ao
SNP -1117 entre pacientes e a suscetibilidade a TB. Neste contexto podemos citar o trabalho
publicado recentemente por Prabhu Anand et al (2007), que ndo encontrou associagdo do SNP
-1117 com a suscetibilidade ou resisténcia a tuberculose pulmonar na populacido do Sul da
India. Em contraste aos achados na populacio do Camboja, Lopez-Maderuelo er al, (2002)
ndo observou na populacdo espanhola diferencas entre IL-10 e a freqiiéncia do SNP -1117 em
pacientes, tuberculina-reativa e tuberculina negativa no grupo de contatos, e em individuos
normais. Interessantemente, a distribuicdo dos casos de tuberculose entre diferentes gendtipos
¢ similar respectivamente a seus niveis da producdo de IL-10, avaliando células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs); seus dados sugerem portanto que fatores
genéticos associados normalmente a um controle positivo ou negativo da producdo de IL-10
por células (PBMCs), ndao estdo relacionados a predisposicdo de euro-descendentes a
tuberculose ou protecdo da mesma. Os dados na literatura sdo extremamente conflitantes nos
estudos de associagdo entre os SNPs presentes na regido promotora de IL-10, principalmente
o SNP na posicdo -1117 e variante alélica A e a suscetibilidade a TB. Um estudo conduzido
por Pacheco et al (2008) utilizando meta-andlise para correlacionar polimorfismos presente no
promotor de IL-10 na posicdo -1117 G/A e a suscetibilidade a Tuberculose, analisou 8
trabalhos estabelecidos no Medline. Os resultados mostraram que ndo existe nenhuma
evidéncia de associagdo IL-10 -1117 G/A relacionado com a suscetibilidade per se a
tuberculose, embora possa haver alguns efeitos especificos com a forma da doenca e
gravidade. Na literatura vérios outros SNPs estio descritos na regido proximal do promotor de
IL-10, tais como -627 C/A e -854C/T que foram associadas com TB, mas existem poucos
trabalhos, os resultados s@o contraditérios e vérias podem ser as causas para tais contradigdes.
A maioria desses estudos tipo caso-controle fazem uma andlise usando o x2 para cada SNP e
isto pode gerar resultados confusos como os descrito na literatura, pois alguns destes SNPs
estdo em desequilibrio de ligacdo e ndo estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. Em um

estudo experimental sobre regides maiores do genoma, foi observado que o genoma humano
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contém longos segmentos que estdo em alto desequilibrio de ligacdo (linkage disequilibrium)
o que limita a diversidade de haplétipos, sugerindo dessa maneira a necessidade de usar a
informacd@o dos haplétipos para os estudos de associagdo (Daly et al., 2001; Gabriel et al.,
2002). Em contrapartida, as diferencas étnicas na distribui¢do da diversidade dos
polimorfismos no gene de IL-10 também sdo fatores importantes para determinar a possivel
relacdo doenca-gene nos diferentes desfechos possiveis para as doengas infecciosas (Opdal

2004, Moraes et al 2003).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Principal:

e Definir a diversidade genética da regido promotora do gene que codifica para a
Interleucina-10 em diferentes grupos de individuos portadores ou nio de tuberculose

ativa.

3.2. Objetivos Especificos:

e Definir as variacdes nas seqiiéncias da regido regulatéria do gene em estudo através de
sequenciamento de 1500pb acima do sitio de iniciag¢@o da tradugdo;

e Disponibilizar haplétipos de alta resolu¢@o da regido regulatdria deste gene;

e Utilizar os haplétipos de alta resolucdo encontrados para avaliar a possivel associa¢do
dos mesmos com a suscetibilidade a ocorréncia de TB ativa e infecc@o recente por M.
tuberculosis;

e Jdentificar novos SNPs ainda ndo descritos na literatura;

e Descrever as frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas das variantes alélicas.
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4. PACIENTES E METODOS

4.1. Delineamento do Estudo

Trata-se de um estudo retrospectivo que apresenta dois desenhos epidemioldgicos: a) um
estudo descritivo observacional com a finalidade de avaliar a prevaléncia dos SNPs presentes
em parte da regido promotora do gene que codifica para a Interleucina-10 (IL-10) b) um
estudo de associacdo do tipo caso-controle, envolvendo pacientes com TBP (Tuberculose
Pulmonar) e TBE (Tuberculose Extrapulmonar) e seus contatos diretos nao relacionados

cons anguineamente.

4.2. Periodo de Estudo

O presente estudo teve uma duracio de dois anos.

4.3. Local de Estudo

4.3.1. Fundac¢io Oswaldo Cruz - Fiocruz/Instituto Oswaldo Cruz - 10C/

Laboratério de Biologia Molecular aplicada a Micobactérias

Ap6s a coleta do material clinico realizada nas unidades abaixo relacionadas, estas
amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Biologia Molecular aplicada a Micobactérias
na Fiocruz, Rio de Janeiro. Este laboratdrio foi o responsadvel pela execug@o de toda a parte
experimental que compreendeu o processamento das amostras (extracdo de DNA,
amplificacdo da regido de interesse no promotor e purificacio do fragmento amplificado),

bem como tabulacdo e andlise dos dados.

4.3.1.1. Fundacao Oswaldo Cruz - Fiocruz / IOC / Departamento de Biol.

Molecular / Lab. de Genomica Funcional e Bioinformatica

Neste laboratério foi realizado o sequenciamento utilizando a Plataforma de
Sequenciamento do PDTIS - Fiocruz e todo o suporte na parte de bioinformatica (andlise dos

resultados).
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4.3.2. Centro Hospitalar Instituto de Doencas do Toérax (IDT) e Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(HUCFF-UFR))

Situado na Ilha do Fundao da cidade do Rio de Janeiro: O IDT-UFRJ e HUCFF-UFRJ
formam o Centro Hospitalar Universitario.

Trata-se de um hospital geral de referéncia para AIDS e tuberculose, de atendimento de
nivel tercidrio, que atende a uma populacdo referenciada de vérias unidades de satide. A
clientela desse Hospital se compde basicamente de pacientes referenciados da area

programdtica AP 3.1 com cerca de 200 casos/ano notificados.

4.3.3. Hospital Estadual Santa Maria

Situado na cidade do Rio de Janeiro, na drea programética AP-40, caracteriza-se por um
hospital de doencas pulmonares com cerca de 82 leitos para o atendimento de pacientes com

TB ativa.

4.4. Critérios de inclusio

4.4.1. Pacientes com tuberculose ativa

Foram incluidos neste estudo, de modo sistematico, pacientes de ambos os géneros, com
idade superior a 18 anos, com apresentagdo clinica variada, independente de cor que:
a) Apresentaram cultura positiva para micobactéria e subseqiiente confirmacdo bioquimica
da espécie como M. tuberculosis em amostras clinicas respiratdrias ou ndo;

b) Aceitaram participar do estudo e assinaram o termo de consentimento esclarecido

4.4.2. Contatos

Foram incluidos no estudo, individuos de ambos os géneros com idade superior a 18 anos,
independente de cor, que:
a) Naio apresentaram sintomas clinicos compativeis com TB ativa;
b) Foram submetidos a prova tuberculinica (PT) no intervalo de dois tempos, tamanho de 0

e acima de 10mm de induracgao;
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¢) Aceitaram participar do estudo e assinaram o termo de consentimento esclarecido.

4.5. Critérios de exclusao

Foram excluidos os individuos:
a) Cujos materiais clinicos ndo haviam sido submetidos aos exames constantes do
protocolo de rotina de investigacdo diagndstica;
b) Cujos materiais clinicos mostraram crescimento de micobactéria atipica associada ao
Mtb;

¢) Os controles cujos resultados do 2°PPD nio foram disponiveis.

4.6. Grupos de estudo

Este estudo compreendeu a andlise de amostras de DNA extraido de sangue de individuos
pertencentes aos seguintes grupos:

a) Pacientes com TB (pulmonar ou extrapulmonar ativa), infectados ou nao pelo HIV, com
ou sem gravidade clinica para o estudo descritivo;

b) Pacientes com TB (pulmonar ou extrapulmonar ativa), ndo infectados pelo HIV (estudo
de associagdo);

c) Contatos sadios, assintomdticos e com informagdo sobre a infec¢do recente ou anterior
pelo bacilo da TB, utilizando a prova tuberculinica (PT) segundo as normas do

Programa de Controle de Tuberculose Hospitalar dos Hospitais incluidos.
4.7. Coleta e processamento das amostras clinicas
De cada paciente ou profissional de saide arrolado no estudo, um volume de 1,5mL de
sangue periférico foi coletado em tubo “vaccuntainer” contendo EDTA ou tampao citrato com
o anticoagulante. Apés homogeneizagio por inversdo o mesmo foi congelado a -20°C para
posterior extracao do DNA.

4.8. Suporte Financeiro

*  FAPERJ- CNPq- PRONEX/2006
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* Programa de Orcamentos e Metas (POM) — Fundacdo Oswaldo Cruz/ 2007
*  FIOCRUZ/PDTIS/Plataforma de sequenciamento
* CAPES (bolsa de mestrado) ano 2007

4.9. Metodologia

4.9.1. Extracao de DNA genomico

Inicialmente a extracdo de DNA gendmico foi realizada a partir do sangue total congelado
através de técnica desenvolvida “in house” (método convencional). Posteriormente, um kit
comercial (Flexigene DNA Kit) foi testado para verificar o melhor rendimento em termos de
concentracdo e pureza do DNA a ser utilizado posteriormente para PCR e sequenciamento.
Ap6s a realizacdo dos testes comparativos entre os dois métodos, o método comercial foi
escolhido por permitir o isolamento do DNA a partir de volumes muito pequenos de amostra
(100pL), resultar em um material (DNA) com um alto grau de pureza, um bom rendimento
(DNA em alta concentracdo), rapidez e baixo custo. Além de nio utilizar solventes organicos
téxicos, a utilizacdo deste Kit permite o uso de um tnico tubo para todo o procedimento,

reduziu o lixo e minimizou o risco de troca de amostra.

4.9.1.1. Método “in house”: purificacao de DNA genomico a partir de sangue

total por fenol: cloroformio: alcool isoamilico (25:24:1)

Para um volume de 100uL de sangue periférico, 500uL de tampao SEB (10mM Tris-HCI
pH 7.5; 2% SDS; 1mM EDTA e 100mM NaCl) e proteinase K para concentragdo final
0,3mg/mL foram adicionados em tubo de microcentrifuga. A solucdo foi agitada em vortex
por 10 segundos e incubada em banho-maria a 56°C por 16-18horas. Apds a incubagdo,
500uL de solugdo fenol:cloroférmio:dlcool isoamilico (25:24:1) foram adicionadas seguido
de uma agitacdo por 10 segundos em vortex e centrifugagido a 14000 rpm por 2 minutos, em
seguida a fase aquosa (superior) foi transferida para outro tubo. Para o isolamento do DNA,
0,25M, concentracdo final, de NaCl, juntamente com 2 volumes de etanol absoluto foram
adicionados seguido de agitacdo lenta e precipitacdo por 30 minutos. Apds este periodo a
mistura foi centrifugada a 14000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante foi descartado. Para a

evaporagdo do etanol o tubo foi mantido aberto a temperatura ambiente por 20 minutos (nesta
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etapa pode-se lavar o sedimento com etanol 70% gelado). Apds a secagem o DNA foi

ressuspendido em S0puL de dgua Milli Q ou TE 1X (10mM Tris-HCI pH 8,0; ImM EDTA).

4.9.1.2. Purificacdo de DNA genomico a partir do Kit Flexigene (Qiagen)

Este Kit permite variacdo da quantidade de sangue total a ser utilizado de 100uL-20mL
(mini e maxi purificacdo) rendendo um total de 50 purificagdes quando da utilizagdo de ImL
de sangue. No nosso caso, a quantidade de sangue utilizada foi de 100uL rendendo, portanto
uma quantidade de 500 purifica¢Ges. Este método consiste da adi¢do de um tampao de lise a
quantidade de amostra de sangue utilizada com suave agitacdo, seguida de centrifugacio para
sedimentac@o dos nicleos de células e mitocondrias. O sedimento € ressuspendido e incubado
em tampao de desnaturacdo, o qual contém um sal caotrépico (guanidina hidrocloridrico) e
protease. Esta etapa remove eficientemente contaminantes como proteinas e agicares. O DNA
€ entdo precipitado por adicdo de isopropanol, recuperado por centrifugacdo, lavado com
etanol 70%, seco e ressuspendido em tamp@o de hidratacdo (10mM Tris-HCIL, pH 8,5). As

quantidades sao as estipuladas pelo fabricante.

4.9.2. Amplificacao de parte da regiao regulatoria do gene que codificam para IL-

10

Como estratégia de amplificacdo da regido de interesse (parte da regido promotora do
gene que codifica para IL-10), aproximadamente 1500pb acima do sitio de transcrigdo,
optamos pela geracdo de dois fragmentos; o primeiro com 1001pb e o segundo com 565pb
como mostrado na figura 4. O desenho dos oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo
foi realizado com base na sequéncia, do respectivo gene, extraida do GenBank (Release
AF418271 (fragmento 1) e Z30175 (fragmento 2) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank)
utilizando o programa Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi).

A padronizacio das condi¢des de amplificacdo foi realizada em um termociclador “PX2
Thermal Cycle” com utilizagcdo de um bloco com capacidade para gradiente de temperatura,
permitindo uma variagdo de até 15° C na temperatura de anelamento, a fim de obtermos uma
banda especifica para o sequenciamento. Adicionalmente foram testadas também diferentes

concentracdes dos dNTPs, de magnésio e de DNA alvo.
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Frag. 2 = 565 pb Regido codificante de IL-10
Regido promotora ~ ~ -~

Frag. 1= 1001 pb

Figura 4: Ilustracdo da estratégia utilizada para a amplificacdo de parte da regido promotora do gene que

codifica para IL-10. O fragmento 1 com 1001 pb e o fragmento 2 com 565pb.

4.9.3. Eletroforese em gel de agarose

Todos os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,2% (1/5
do produto em tampao “Loading buffer” 1X). A eletroforese foi realizada a 80V, em tampao
TAE 1X. Apés a corrida, o DNA foi corado com brometo de etideo (0,5 pg/mL) e visualizado

sob luz U.V. em transiluminador.
Tampao para aplicacio de amostras de DNA em gel de agarose (5X)- “Loading Buffer”
Azul de Bromofenol 0,25%
Xileno Cianol 0,25%
Ficoll 400 15%
Tampao TAE 50X
Tris Base 242 ¢/L.

Acido Acético Glacial 57,1 mL/L
EDTA sal dissédico 37,2 g/LL ou solugdo 0,5M pHS,0 (100mL/L)
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4.94. Purificacdo dos produtos de PCR para sequenciamento com acetato de

amonio 7,5 M

Esta purificagdo € um método “in house”, que permite a purificacdo dos produtos de PCR
de iniciadores, dNTPs e outros que ndo dcidos nucléicos. Consiste da adi¢do ao produto
amplificado de acetato de amodnio 2,5M final, incuba¢do em gelo por 15 minutos e
centrifugacdo a 10.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante ¢ transferido para outro tubo e o
sedimento desprezado. Dois volumes e meio de etanol absoluto sdo adicionados ao
sobrenadante e mantidos por 15 minutos a temperatura ambiente, em seguida, o material é
centrifugado a 14000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante ¢ desprezado e o sedimento lavado
com etanol 70% para a remoc¢do dos residuos. Finalmente o sedimento é seco a temperatura

ambiente e redissolvido em 20 pL de dgua milli-Q.

4.9.5. Purificacdo dos produtos de PCR para sequenciamento com Kit

ChargeSwitch® PCR Clean-Up (Invitrogen)

Este sistema permite rdpida e eficiente purificacdo dos produtos amplificados de residuos
de sal, iniciadores, dNTPs e outros reagentes que ndo dcidos nucléicos. Depois da PCR, os
produtos s@o purificados em menos de 10 minutos sem o uso de centrifugas ou solventes
organicos. O kit € especifico para a purificacdo de fragmentos de DNA variando de 90pb a
40kb e permite variacdo do volume a ser purificado de modo que se pode aumentar o seu
rendimento. O ChargeSwitch® é uma tecnologia nova baseada em esfera magnética que
prové uma superficie de ligacdo que é dependente da carga e do pH do tampao circundante
para facilitar a purificagdo do 4cido nucléico. Em baixo pH, as esferas magnéticas tém uma
carga positiva e liga o 4cido nucléico carregado negativamente. Proteinas e outros
contaminantes ndo se ligam e sdo descartados com o tampdo de lavagem usado para lavagem
das esferas. Para eluir o 4cido nucléico, a carga na superficie é neutralizada por elevacdo do
pH para 8,5 usando um tampdo de eluicio com baixo sal. O DNA purificado elui
instantaneamente neste tampdo de eluicdo. A recuperacdo ¢ muito boa e permite que um

volume pequeno da reagcdo da PCR seja utilizado.
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4.9.6. Sequenciamento automatizado

Tendo em vista o tamanho do produto amplificado a ser sequenciado do primeiro
fragmento (1001pb), foram utilizados dois iniciadores externos e dois iniciadores internos a
fim de poder atingir de forma bem resolvida as extremidades. Para o segundo fragmento
foram utilizados apenas iniciadores externos, pois o segundo fragmento era de apenas 565pb.

Os métodos de sequenciamento automadtico utilizam os nucleotideos de termina¢do e um
tipo de marcagdo que permite a identificacdo das cadeias resultantes. A marca¢do empregada
neste processo € feita com moléculas fluorogénicas, ou seja, compostos capazes de emitir
fluorescéncia quando excitados por uma fonte de luz. No sistema utilizado pelo nosso
laboratério (Plataforma PDTIS/FIOCRUZ Sistema da Applied Biosystems), a fonte de luz
empregada para excitacdo dos fluoréforos é um laser de argdnio acoplado a um sofisticado
sistema Otico, capaz de direcionar o feixe laser precisamente sobre as amostras a serem
analisadas. O sinal fluorescente gerado pela excitagdo com laser é direcionado pelo sistema
otico a um sistema digital, capaz de decodificar o sinal eletrénico, transmitindo-o ao
computador acoplado o qual, através de softwares especificos ird traduzir este sinal numa
sequéncia de DNA.

As reagOes de sequenciamento foram realizadas utilizando-se o “kit ABI PRISM® Big
Dye® Terminator v3.1” (PE Applied Biosystems) de acordo com as instrugdes do fabricante e
adaptadas em nosso laboratorio. Neste sistema, a marcacdo fluorescente encontra-se na
extremidade 3’ do nucleotideo de terminag¢@o, com cada cor correspondendo a uma base
especifica. Sendo assim, € possivel sequenciar uma amostra de DNA com uma tnica reagdo,
contendo todos os terminadores juntos. Em cada reacdo de sequenciamento, utilizamos
aproximadamente 20ng do produto amplificado e os iniciadores utilizados nas respectivas
reacoes de PCR, como iniciadores externos e outros dois iniciadores internos desenhados
apenas para o sequenciamento e com a finalidade de resolver bem o inicio da sequéncia
pegando os iniciadores externos (quadro 1). As reacdes foram analisadas no sequenciador de
48 capilares “ABI PRISM® 3730 Genetic Analyzer” (Applied Biosystems), situado no
Laboratério de Biologia Molecular da FIOCRUZ/ Plataforma PDTIS. A figura (5) abaixo,

mostra o processo de ciclagem na reacdo de sequenciamento.
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Quadro 2: Iniciadores utilizados na reag@o de sequenciamento.

Gene

Iniciadores 5°-3°

IL-10 fragmento 1

Externo Sense: CTG TGC CTC AGT TTG CTC AC

Externo Antisense: ACT CTG CTG AAG GCA TCT CG

Interno Sense: GCA ATT TGT CCA CGT CAC TG

Interno Antisense: TTG GTT GAA CAT GAA CTT CTG

IL-10 fragmento 2

Externo Sense: TTC CCC AGG TAG AGC AAC AC

Externo Antisense: GGC ACA TGT TTC CAC CTC TT

Processo de “Cycle Sequencing”

Iniciador
—

DNA Molde

Anelamento

Extensao (602-70°C)

/"/ ™ A
| i
DNA molde , ; "
original N7 —= ACCG
AGCGT
AGCETA
ACCGTAT

Figura 5: Tlustracdo da ciclagem na metodologia de sequenciamento.
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4.9.7. Analise das sequéncias e identificacio dos SNPs presentes na regiao

promotora do gene que codifica para a Interleucina-10 (IL-10)

As sequéncias foram analisadas pelo programa SeqScape versio 2.6
(http://www.appliedbiosystems.com/catalog/myab/StoreCatalog/products/CategoryDetails.jsp
?hierarchylD=101 &category3rd=111917&trail=no) da Applied Biosystems (figura 6 e 7).
Este software € uma ferramenta de alinhamento e comparacdo de seqii€ncias que permite uma
répida identificacdo de variantes na seqiiéncia. O software permite alinhar e comparar
seqiliéncias obtidas diretamente do seqiienciador automatico contra uma seqiiéncia referéncia
Ele € capaz de alinhar e comparar multiplas amostras mostrando o eletroferograma e o indice
de qualidade de cada seqiiéncia e o indice de qualidade do alinhamento e da comparacdo

permitindo dois tipos de andlise:

* Jdentificagdo de variantes nucleotidicas e aminoacidicas. O software identifica
posicdes que diferem da sequéncia referéncia e as classifica como variantes

conhecidas ou desconhecidas.

* Identificacdo de gendtipos, alelos ou haplétipos de uma biblioteca. Além da
identificacdo de variantes, o software busca em bibliotecas e bases de dados de
gendtipos, alelos, ou haplétipos e identifica o alelo que mais rigorosamente se iguala

com a sequéncia consenso.
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Figura 6: Pagina inicial do software SeqScape® versdo 2.6 mostrando os projetos programados.
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Figuras 7 A, B e C: Ilustragdo da utilizagcdo do SeqScape v.2.6. Nesta janela podem ser observadas as
sequéncias obtidas a partir de cada iniciador bem como a regido de aproveitamento de cada uma delas
(verde). Nesse individuo foram detectado 2 SNP, ou seja, 2 bases se apresentaram distintas da
seqiiéncia referéncia (7B). A imagem 7C mostra um o individuo sem nenhum SNP encontrado nesta

regido do gene.
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4.10. Construcao haplotipica dos SNPs encontrados na regiao promotora do gene

que codifica para Interleucina-10 (IL-10) utilizando software PHASE versao 2.1.1

No programa PHASE ¢ implementado um método de estatistica Bayesiana para
reconstrucdo haplotipica para dados de gendtipo populacional. Este software permite usar
dados dos SNPs, microsatélites e outros loci multi-alélicos (ex: SNPs trialélicos e alelos
HLA). A versdo 2.1.1 é uma extensdo da implementagdo do método original descrito por
Stephens et al (2001). Algumas dessas extensdes foram descritas por Stephens and Donnely
(2003). Esse programa € uma nova introducdo computacional:

e Resultando mais rapidamente em haplétipos de alta resolugéo

e Introducdo de um novo modelo para recombinagdes e declinio do desequilibrio de
ligag¢do (LD) distante, que resultam em uma maior precisdo dos haplétipos estimados;

e Facilita a execug@o do teste para freqiiéncia haplotipicas diferentes entre casos e
contatos.

e Possui diversos formatos de saida incluindo;

e Estimativa da freqiiéncia haplotipica populacional,

e Lista dos mais provdveis pares de hapldtipos para cada individuo,

e Facilidade no output nas amostras para posterior distribuicio da reconstrucdo dos

haplétipos.

4.11. Analise estatistica

Os polimorfismos foram testados para o equilibrio de Hardy-Weinberg usando o teste do
qui-quadrado. As andlises estatisticas empregadas neste estudo foram realizadas no programa
XLSTAT 2008.7 (Addinsoft Software Inc — New York -USA). A magnitude das associagdes
foi estimada como razdo de chances (Odds e Ratio, OR) e o coeficientes de associacdo. Todos
os testes foram realizados ao nivel de significancia de 0,05. O programa Epi Info (versdo 3.5.1
2008, Centers for Disease Control and Prevention — USA) considerando o valor de 5%
(p<0,05) como limiar de significancia estatistica no estudo de associa¢do dos haplétipos entre

os nimeros observados e esperados separadamente em pacientes e contatos.
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4.12. Aspectos Eticos

O presente estudo foi aprovado no comité de ética em pesquisa (CEP) da Fundagdo

Oswaldo Cruz no ano de 2005 com o namero 294/05.
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S. RESULTADOS

Neste estudo, realizamos, através de sequenciamento, o mapeamento parcial da regido
promotora do gene que codifica para IL-10. Descrevemos as freqiiéncias alélicas, genotipicas
e haplotipicas dos polimorfismos encontrados e investigamos a possivel associacdo dos
mesmos com diferentes desfechos apds a infec¢do pelo M. tb. Inicialmente, o grupo de estudo
compreendeu um total de 492 individuos, sendo 221 pacientes com tuberculose nas diversas
formas clinicas e 271 contatos sadios ndo consanguineos e sem histérico de TB prévia. As
amostras de DNA isoladas do sangue periférico foram amplificadas de acordo com a regido
de interesse para o alvo estudado e posteriormente genotipadas através de sequenciamento
direto do produto amplificado. Tendo em vista que, apds andlise do banco de dados contendo
as informacdes dos pacientes e contatos, retiramos 39 pacientes que ndo tinham informagéo
sobre o sitio da TB (pulmonar e extrapulmonar), os pacientes desse estudo ndo tem sorologia
positiva para HIV (HIV+), entdo nosso grupo de estudo constituiu de 182 pacientes com
tuberculose bacteriologicamente confirmada (cultura), 139 portadores de TB pulmonar (TBP)
e 43 portadores de TB extrapulmonar (TBE), que constituiram o grupo de casos para o estudo
de associag¢do. Considerando o grupo de pacientes de uma forma geral (TBP + TBE), a
distribuicdo por género foi de 108 mulheres e 74 homens com uma média de 48 anos de
idade. O grupo de contatos (individuos sadios) para o estudo de associagdo arrolou 271
individuos ndo relacionados consanguineamente e com informagdo do teste intradérmico da
tuberculina (TST). Cento e vinte e seis individuos apresentaram resultados positivos no teste
intradérmico de tuberculina (TST+) e 145 foram negativos (TST-) com uma idade média de
38 anos. O grupo constituiu-se de 103 mulheres e 168 homens. de acordo com o género. Apds
a genotipagem da populagdo geral estudada (pacientes + individuos sadios), N=453, um total
de 13 polimorfismos foram identificados na regido de interesse do gene que codifica para IL-
10, dos quais 7 ainda ndo descritos na literatura e 6 ji depositados no banco de SNPs
(GenBank — Entrez SNP). Andlise de desequilibrio de ligagdo (LD) mostrou que 2 destes
SNPs encontravam-se em LD. A avaliacdo geral dos polimorfismos encontrados na populagéo
estudada bem como o estudo de associagdo com diferentes desfechos para TB, foi analisada
por comparacdo das freqiiéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas. Para todos os SNPs, as
freqliéncias genotipicas esperadas na popula¢do de estudo foram calculadas através do qui-

quadrado e mostraram-se consistentes com o equilibrio de Hardy-Weinberg.
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5.1. Padronizacao do procedimento técnico utilizado

5.1.1. Extracio de DNA genOmico a partir de sangue total utilizando o Kit

“FlexiGene DNA” (Qiagen)

Foi utilizado o Kit comercial “Flexigene DNA-Qiagen” para a extracdo de DNA
gendmico humano diretamente de amostras de sangue total congelado a -20°C. Conforme
mostrado na Figura 8, o rendimento e a integridade do DNA obtido foi satisfatério (DNA
altamente concentrado e integro) em um curto espago de tempo. Adicionalmente, este método
apresenta a vantagem da ndo utilizacdo de solventes orgdnicos além de ser menos

dispendioso, portanto, foi utilizado para todas as extragdes de DNA realizadas neste trabalho.

1 234567 891011121314151617

il adad o A DT L ] ™ peepes

Figura 8: Eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio.
Contendo amostras de DNA extraido de sangue total com o kit “Flexigene
Qiagen”. Linhas: 1-17 DNA proveniente de 17 amostras de pacientes.

Apo6s a escolha da regido de interesse (a ser mapeada) no gene de IL-10 e o desenho dos
oligonuclotideos a serem utilizados para a amplificacdo, procedemos a padronizacdo das
condicdes de amplificacdo por PCR dos fragmentos individualmente (fragmento 1 e

fragmento 2). A padronizagdo envolveu os seguintes pardmetros: temperatura de anelamento
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dos oligonucleotideos, concentracio de dNTPs, concentracdo de Mg2+ e a concentracdo de

DNA alvo.

5.1.2. Padronizacao das condicoes para a amplificacdo da regido de interesse do

gene que codifica para Interleucina-10

A fim de determinarmos as condi¢cdes de severidade da reacdo de amplificacdo para este

gene, realizamos um experimento de gradiente de temperatura, onde foram testadas
. ~ . ~ 24 ~

paralelamente algumas variacdes como diferentes concentracdes de Mg™" e a concentracio de

DNA alvo (quadro 3).

e Variaciio de Mg™*:

Com o objetivo de determinarmos as condi¢des de severidade da reagdo de amplificagdo,
foi realizado um experimento de gradiente com os dois principais fatores envolvidos
(concentragdo de MgCl, e temperatura). Utilizando DNA extraido com o método
anteriormente padronizado, procedemos a amplificacdo utilizando as condicdes descritas
abaixo (quadro 1). A concentracio de Mg2+ escolhida foi a de 2mM, que funcionou melhor
desde o inicio dos testes de amplificacdo, e a dos dNTPs escolhidas foi de 200uM. As

condicdes ideais de amplificacdo para cada gene estdo descritas nos resultados.

Quadro 3: Variac¢@o na concentragdo de Mg2+ e dNTPs

dNTP Mg**

50uM LOmM  [,5SmM  20mM  25mM  3,0mM
100uM LOmM  [,5SmM  20mM  25mM  3,0mM
200uM LOmM  [,5SmM  20mM  25mM  3,0mM

Para cada condicdo foram testadas 20ng; 50ng e 100ng de DNA

As variagdes de temperatura foram programadas no termociclador PX2 Thermal Cycle
(Thermo Electron Corporation), que permite um gradiente de temperatura entre 50°C e 70°C

(de acordo com a temperatura de dissociacdo do DNA) com uma variac@o a ser estabelecida
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pela méaquina (Figuras 9 e 10). Com base neste experimento, a temperatura de 70°C utilizando
200ng de cada iniciador, 2,5mM Mg2+ e 100ng de DNA alvo foi escolhida para a
amplificacdo da regido de interesse do fragmento 1 (quadro 3) e a temperatura de 63,3°C
200ng de cada iniciador, 2,5mM Mg** ¢ 100ng DNA alvo para a amplificacio da regido de
interesse do fragmento 2 (quadro 3). As amplificacdes dos fragmentos 1 e 2 sdo mostradas em
amostras provenientes do estudo nas figuras 11 e 12. A purificacio desses produtos
amplificados com o Kit ChargeSwitch® (Invitrogen), o kit é especifico para a purificacdo de
fragmentos de DNA que variam de 90pb a 40kb, permitindo variagio do volume a ser
purificado de modo que se possa aumentar o seu rendimento. O ChargeSwitch® é uma
tecnologia nova baseada em esfera magnética que prové uma superficie de ligacdo que é
dependente da carga e do pH do tampao circundante, para facilitar a purificacdo do 4acido
nucléico. A qualidade destas purificacdes sdo ilustradas nas figura 13 (fragmento 1) e figura

14 (fragmento 2).

12 3 456 7 8910111213

Figura 9: PCR de gradiente para a padroniza¢io da amplifica¢do da regido promotora do
gene de IL-10 (fragmento 1): Linhas: (1) Marcador molecular de 100 pb (DNA ladder);
(2 a 13) produtos amplificados nas diferentes temperaturas: (2) 66,°C, (3) 66,1°C, (4)
66,3°C, (5) 66,9°C, (6) 67,1°C, (7) 67,6°C, (8)68,3°C, (9) 68,8°C, (10) 69,3°C, (11)
69,6°C (12) 69,9°C (13) 70,0°C.

LIZANIA SPINASSE BORGES



Resultados 51

Quadro 4: Condicdes ideais para a amplificacdo do gene de IL-10 (fragmento 1).

Gene

Seqiiéncias dos Iniciadores (5’-3’) Ciclagem

Tamanho do

produto
94°C -5 1X
Sense: CTGTGCCTCAGTTTGCTCAC 94°C -1°
1L-10 70°C - 1’} 35X 1001pb
Antisense: ACTCTGCTGAAGGCATCTCG 72°C -1°

72° -5 1X

A PCR do fragmentol foi realizada em 50puL. de mistura de reacdo contendo tampdo
da enzima 1X; 1U de Tag DNA Polimerase (Invitrogen); 2,5mM de MgCl,; 200pM
dNTPs; 200ng de cada iniciador; e 100ng de DNA molde.

i 23 456 7891011

Figura 10: PCR de gradiente para padronizacdo da amplificacio da regido
promotora do gene de /L-10 (fragmento 2): Linhas: (1) Marcador molecular de 100
pb (DNA ladder); (2 a 11) produtos amplificados nas diferentes temperaturas: (2)
55,1,°C, (3) 55,3°C, (4) 56,3°C, (5) 57,7°C, (6) 59,4°C, (7) 61,4°C (8) 63,3°C, (9)

65,3°C, (10) 67,6°C, (11) 69°C.
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Quadro 5: Condicdes ideais para a amplificacdo do gene de IL-10 (fragmento 2)

Tamanho do

i .. > 2 .

Gene Seqiiéncias dos Iniciadores (5’-3”) Ciclagem produto
94°C -5 1X
94°C -1’

Sense: TTCCCCAGGTAGAGCAACAC
. 63,3°C-1" »~35X 565pb

IL-10 | Antisense: GGCACATGTTTCCACCTCTT 7200 _ 1’

72° -5 1X

A PCR do fragmento 2 foi realizada em 50uL de mistura de reacdo contendo tampdo

da enzima 1X; 1U de Tag DNA Polimerase (Invitrogen); 2,5mM de MgCl,; 200uM

dNTPs; 200ng de cada iniciador; e 100ng de DNA gendmico.

5.2. Amplificacdo das amostras apoés a padronizacio e purificacio dos produtos

amplificados

1 234 5 67 89 101112 13 14 15 16

Figura 11: Pocos 2-16 amplificagdo do fragmento 1 (1001pb) das amostras dos pacientes 1P a 16P; (1)

Marcador molecular de 100pb DNA ladder.
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1 2 345 67 8 9 10 11

Figura 12:Pocos 2-11 amplificag¢do do fragmento 2 (565pb) das amostras
dos pacientes 1P a 11P; (1) Marcador molecular de 100pb DNA ladder.

12 3456 78 910111213 14 1516

Figura 13: Purificacdo dos produtos amplificados do fragmento 1 (1001pb) com Kit
ChargeSwitch® da Invitrogen, amostras dos contatos 1C a 16C.

1 2 3 45 6 7 89 1011 12 13 14 15 16

i
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Figura 14: Purificacdo dos produtos amplificados do fragmento 2 (565pb) com kit
ChargeSwitch® Invitrogen, amostras dos contatos 1C a 16C.
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5.3. Sequenciamento e analise dos SNPs encontrados em parte da regido promotora
do gene que codifica para IL-10 através do programa SeqScape (Applied Biosystems) v
2.6

Ap6s a purificagdo dos produtos de PCR, o fragmento 1, principalmente devido ao
tamanho, foi submetido a 4 reacdes de seqiienciamento de forma a obter uma seqiiéncia
completa e de boa qualidade do fragmento amplificado (1001pb), enquanto o fragmento 2 foi
submetido a apenas 2 reacdes. Nao houve necessidade de fazer reagdes com iniciadores
internos, pois o fragmento amplificado era de apenas 565pb. A figura 15 mostra a estratégia
de desenho dos iniciadores a partir da sequéncia referéncia (AF418271 para o fragmento 1 e
730175 para o fragmento 2) utilizada para fazer a andlise e identificacdo dos SNPs
encontrados na populagdo estudada. Apds o sequenciamento do fragmento 1, verificamos que
cerca de 80-100 pb iniciais de cada cada sequéncia gerada eram perdidos devido a ma
qualidade do sequenciamento nesta regido (dados nao mostrados). Entretanto, conseguimos
obter a sequéncia relativa a toda a extensao do produto amplificado de todas as amostras apds
a realizagdo das 4 reacdes independentes (aproveitamento de 850-950 pb de cada reagdo com
iniciadores externos e 500-600 com iniciadores internos). No sequenciamento do fragmento 2
nao houve problema devido ao tamanho do produto (565pb), para este fragmento, o

aproveitamento foi de 535pb para cada reac@o, considerado muito bom .
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57gatccccagagactttccagatatctgaagaagtcctgatgtcactgecccecggt ccktececaggtagageaa
cactcctcgtcgcaacccaactggectccecttaccttctacacacacacacacacacacacacacacacacacac
acacacacaaatccaagacaacactactaaggcttctttgggagggggaagtagggataggtaagaggaaagtaa
gggacctcctatccagccteccatggaatcctgacttettttecttgttatttcaacttetteccacececatetttt
aaactttagactccagccacagaagcttacaactaaaagaaactctaaggccaatttaatccaaggtttcattet
atgtgctggagatggtgtacagtagggtgaggaaaccaaattctcagttggcactggtgtacccttgtacaggtg
atgtaacatct i E0CCECaUEEEUEEEaEt 2t aaaatagagacggtaggggt catggtgagcactacctgact
agcatataagaagctttcagcaagtgcagactactcttacccacttcccccaagecacagttggggtgggggacag
ctgaagaggtggaaacatgtgcctgagaatcctaatgaaatcggggtaaaggagectggaacacatcctgtgace
ccgectgtectgtaggaageccagtectctggaaagtaaaatggaagggectgettgggaactttgaggatatttage
ccaccccctcatttttacttggggaaactaaggcccagagacctaaggtgactgectaagttagcaaggagaagt
cttgggtattcatcccaggttggggggacccaattatttctcaatcccattgtattetggaatgofEaatEEoEe
EEEEEEEEES 92 cct aggaacacgecgaatgagaacccacagetgagggectctgegecacagaacagetgttete
cccaggaaatcaactttttttaattgagaagctaaaaaattattctaagagaggtagcccatcctaaaaataget
gtaatl R e AT AR et cat t tt tgct tacgat gcaaaaat tgaaaactaagt ttat tagagag
gttagagaaggaggagctctaagcagaaaaaatcctgtgececgggaaaccttgattgtggetttttaatgaatgaa
gaggcctcecctgagettacaatataaaagggggacagagaggtgaaggtctacacatcaggggettgetcttgea
aaaccaaaccacaagacagacttgcaaaagaaggcatgcacagctcagcactgctectgttgectggtectectga
ctggggtgagggccagcccaggccagggcacccagtctgagaacagectgecacccacttececcaggcaacctgecta

acatgcttcgagatctocplepidefelalddetle (L eEleidgaagact ttctttgtgagta 37

Figura 15: Estratégia de amplificacdo e sequenciamento do gene de IL-I0 (Seqiiéncia parcial da regido
promotora do gene que codifica para IL-10 retirada das seqiiéncias referéncias AF418271 para o fragmento 1 e
730175 para fragmento 2). O esquema mostra a regido de anelamento dos iniciadores utilizados para
amplificacdo e/ou sequenciamento bem como a regido de interesse (negrito) mostrando em amarelo o ATG,
cédon de inicio da traducdo. Em verde, os iniciadores Sense e Antisense usados para amplificacdo e
seqiienciamento do fragmento 2. Em vermelho iniciadores externo sense e interno Antisense (fragmento 1) e
em azul primer interno Antisense e o externo Antisense (fragmento 1), os iniciadores externos Sense e
Antisense foram utilizados para a amplificagio (produto de 1001pb) e sequenciamento, os iniciadores internos
sense e antisense do fragmento 1, foram utilizados somente para a reacio de sequenciamento.
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As andlises das sequéncias obtidas das 492 amostras foram realizadas através do
programa SeqScape v.2.6 (Applied Biosystems). Com a utilizag¢do das seqiiéncias AF418271
(fragmento 1) e Z30175 (fragmento 2). Como referéncia a contagem dos nucleotideos iniciou-
se imediatamente da base precedente A do cddon de iniciacdo ATG o que correspondendo a
posicdo -1. O alinhamento das sequéncias obtidas a partir das seqiiéncias referéncias permitiu
identificar (Figura 16), um SNP tri-alélico na posi¢cdo -1162 da regido promotora do gene,
mostrando as trés possiveis bases encontradas nessa posicdo. Apds as andlises foi possivel a
identificacdo de 13 diferentes SNPs nesta regido do gene /L-7/0 na populacdo de estudo, que

representa parte da Regido Sudeste ( Rio de Janeiro).
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Figura 16: Ilustracdo na identificacdo dos SNPs no gene de /L-10 através da visualizacdo do cromatograma
apresentado pelo programa SeqScape. Esta figura ilustra um SNP tri-alélico na posi¢do -1162 encontrada na
regido promotora do gene IL-10. (A) um individuo (40P) homozigoto tipo selvagem, a imagem mostra apenas um
pico referente a base nucleotidica Adenina; (B) individuo (116P) homozigoto mutante, a imagem mostra apenas
um pico referente a base nucleotidica Guanina; (C) individuo (33P) heterozigoto, a imagem mostra 2 picos
referentes as bases nucleotidicas Adenina e Guanina e (D) individuo (58P) heterozigoto, a imagem mostra 2 picos
referentes as bases nucleotidicas Adenina e Timina.
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5 “gatccccagagactttccagatatctgaagaagtcctgatgtcactgeccccggtecttececaggtagagea
acactcctcgtcgcaacccaactggctccccttaccttctacacacalacacacacacacacacacacacacac
Icacacacacaaatccaagacaacactactaaggcttctttgggagggggaagtagggataggtaagaggaaag
taagggacctcctatccagcctccatggaatcctgacttecttttecttgttatttcaacttcttccacccecate
ttttaaactttagactccagccacagaagcttacaactaaaagaaactctaaggccaatttaatccaaggtttc
attctatgtgctggagatggtgtacagtagggtgaggaaaccaaattctcagttggcactggtgtacccttgta
caggtgatgtaacatct_tataaaatagagacggtaggggtcatggtgagcacta
cctgactagcatataagaagctttcagcaagtgcagactactlttacccacttcccccaagcacagttggggtg
ggggacagctgaagaggtggaaacatgtgcctgagaatcctaatgaaatcggggtaaaggagecctggaacacat
cctgtgalccclcctgtcctgtaggaagccagtctctggaaagtaaaatggaagggctgcttgggaactttgag
gatatttagcccaccccctcatttttacttggglaaactaaggcccagagacctaaggtgactgcctaagttag
caaggagaagtcttgggtattcatcccaggttggggggacccaattatttctcaatcccattgtattctggaat
gg_tgacctaggaacacgcgaatgagaacccacagctgagggcctctgcgcacag
aacagctgttctccccaggaaatcaactttttttaattgagaagctaaaaaattattctaagagaggtagccca
tcctaaaaatagctgtaattcatttttgcttacgatgcaaaaattgaaaact
aagtttattagagaggttagagaaggaggagctctaagcagaaaaaatcctgtgccgggaaaccttgattgtgg
ctttttaatgaatgaagaggcctccctgagcttacaatataaaagggggacagagaggtgaaggtctacacatce
aggggcttgctcttgcaaaaccaaaccacaagacagacttgcaaaagaaggcatgcacagctcagcactgcectct
gttgcctggtcctcectgactggggtgagggccagecccaggccagggcacccagtctgagaacagectgcacccac

ttcccaggcaacctgcctaacatgcttcgagatctccleEleEideidamderlofelor il cgactttctttgtgag
ta 37

- Mutagoes novas

Todas as mutacdes encontradas na populacao de estudo e que ja estdo descritas na literatura

ATG, codon de inicio da tradugao

- Iniciadores: externo sense e interno sense (fragmento 1)

Iniciadores: sense e antisense (fragmento 2)

- Iniciadores: externo antisense e interno antisense

Figura 17: Sequéncia representando o produto amplificado da regido promotora do gene de IL-10 (fragmento
1 1001pb e fragmento 2 565pb) com a identificacdo dos SNPs encontrados. O esquema mostra a regido de

anelamento dos iniciadores externos utilizados para amplificacdo e os iniciadores internos usados
somente para O sequenciamento (sublinhados em lil4s).
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5.4. Mapeamento dos SNPs encontrados em relacao aos possiveis sitios de ligacao de
fatores de transcricio com importiancia molecular nesta regido.

T

[ 3

q12

q41

43
944

P34

|

F3la

Fila

F2l.
Fl3.

q21.

q23a

I:hr*clmln:nan:lme

[

q31.1
3l

SNP -464

- 1500pb

-1278 NFxB.65

-1256 NFxB.65
-1193 IL-10G
SNP -1189
SNP -1162
-1150 IL-10G

-1123 NF. IL-6
SNP-1117
-1116 ISRE-/ike

-1047 ISRE-/ike

-1007 IFNgCS
- 1001pb

-930 IFNgCS

-924 YY.
861 \'(8\?:6
"SNP -854
-855 YY1
SNP -840
-805 YY1
-770 NF.IL-6
SNP -750
-741 STAT.1

SNP -692
SNP -637

SNP -633

SNP -627

-625 NF.IL-6
-600 YY1

-551 GMCSF.CS
SNP -537

- 500pb

-464 NFxB 50
-450 NF.IL-6
=439 YY1

-432 NF.IL-6
-424 YY1

-409 cAMP RE

-350 GRE like
-227 YY1

- 80 TATA box
-57 YY1
ATG + 1

Figura 18: Esquema da regido amplificada do gene IL-10 contendo os SNPs encontrados em relagdo aos sitios
de ligacdo dos fatores de transcricio(Adaptada de Eskdale et al 1997).
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Em 1995 Kube et al, definiu a localizacdo dos principais fatores de transcricdo, que
modifica o promotor de gene de IL-/0. Uma busca computacional revelou a presenca de
vérios sitios de ligagdo de fatores de transcricdo incluindo SLE.L.P, ISRE-/ike, o cAMP e o
GRE-like. Um total de 74 potenciais sitios foram identificados no promotor do gene de IL-10
(Eskdale et al 1997) a Figura 18 mostra os fatores de transcricdo e os SNPs encontrados no

promotor de IL-10 neste estudo.

5.5. Analise descritiva dos polimorfismos identificados na regiao de interesse do gene

de IL-10 na populacao estudada (n=492)

Posteriomente as andlises das seqiiéncias de 492 amostras através do software SeqScape, 6
SNPs ja descritos na literatura foram identificados. Os outros 7 nido foram encontrados em
bancos de dados puiblicos (GenBank — Entrez SNP) podendo portanto serem considerados
como SNPs novos. A tabela 1 mostra as frequéncias absolutas e alélicas dos SNPs

encontrados na populacdo de estudo.

Tabela 1: Descricdo das frequéncias absolutas e alélicas dos 13 SNPs encontrados na
populacao estudada.

SNP N° de Amostras Amostras Frequéncia Frequéncia
amostras heterozigotas homozigotas absoluta alélica
SNPs depositadas em banco de dados (GenBank - Entrez SNP)
G-1117A 437 207 230 0,388 0,678
G-886A 28 27 1 0,057 0,295
C-854T 294 224 70 0,598 0,370
G-692A 17 17 0 0,035 0,017
C-627A 300 229 71 0,610 0,377
G-464T 13 13 0 0,026 0,013
SNPs nao descritas
C-1189T 9 9 0 0,018 0,009
7 5 2 - -
A-1162G/T 4(G) 2 (G) 2(G) 0,008 (G) 0,006 (G)
3(T) 3(T) 0 0,008 (T) 0,003 (T)
A-840C 8 8 0 0,016 0,008
C-750T 19 17 2 0,038 0,0213*
G-637C 5 5 0 0,011 0,005
G-633A 2 2 0 0,004 0,002
G-537T 1 1 0 0,200 0,001

* freqii€éncia alélica da variante mutante
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Segundo a andlise descritiva, dos 13 SNPs identificados nas 492 amostras genotipadas em
parte da regido promotora do gene de IL-10, 3 apresentaram uma freqiiéncia muito alta,
posicoes -627, -854, -1117 (também reportadas como -592, -819 e -1082 respectivamente
segundo Tuner et al, 1997). Segundo a andlise de LD, foi observado que os SNPs nas
posicdes -627 e -854 se encontravam  em desequilibrio de ligacdo, e aparecem
simultaneamente no mesmo alelo. Segundo dados da literatura, as freqiiéncias destes SNPs
encontradas em outros grupos étnicos sdo similares as encontradas na populagdo brasileira
estudada (regido sudeste - Rio de Janeiro).

Foram encontradas 7 mutag¢des novas, sendo uma delas uma mutacio tri-alélica na
posicdo -1162 (troca de A por G ou por T), embora a freqiiéncia deste polimorfismo genético
ndo tenha sido muito alta na populacdo estudada este ¢ um evento muito raro no genoma
humano, sendo a primeira mutacio tri-alélica identificada na regido promotora do gene de /L-
10. Todas as mutacdes ainda ndo descritas na literatura identificadas neste estudo foram
confirmadas através da re-amplificagdo das amostras e por sequenciamento nas duas diregdes.
A distribuicdo genotipica e alélica dos polimorfismos de IL-10 encontrados no total de

individuos analisados pode ser vista na tabela 2.
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Tabela 2: Distribui¢do genotipica e alélica dos polimorfismos identificados na regido de
interesse do promotor do gene de IL-10 no total de individuos analisados.

Niimero de Frequéncia Frequéncia
Locus Genétipo amostras absoluta alélica
(N=492)
CcC 483 0,9820
-1189* CT 9 0,0180 0,0090
(fa) T 9 -
AA 485 0,9860
AG 2 0,0040
AT 3 0,0060 0,0060 (G)
-1162* GG 2 0,0040 0,0030 (T)
(fa) T 3 0,0060
(fa) G 4 0,0080
GG 55 0,1118
GA 207 0,4210 0,6780
-1117 AA 230 0,4670
(fa) A 667 0,8883
GG 464 0,9430
GA 27 0,0550 0,0295
-886 AA 1 0,0020
(fa) A 29 0,0570
CC 198 0,4025
-854 CT 224 0,4550 0,3700
TT 70 0,1422
(fa) T 364 0,5972
AA 484 0,9840
-840%* AC 8 0,0160 0,0080
(fa) C 8 -
CC 473 0,9600
CT 17 0,0340
750% T 2 0.0040 0,0213
(fa) T 21 0,0380
GG 475 0,9650
-692 GA 17 0,0350 0,0170
(fa) A 17 -
CcC 487 0,9890
-637* CG 5 0,0110 0,0050
(fa) G 5 -
GG 490 0,9960
-633%* GA 2 0,0040 0,0020
(fa) A 2 -
CcC 192 0,3900
CA 229 0,4650 0,3770
-627 AA 71 0,1440
(fa) A 371 0,6100
GG 491 0,9980
-537* GT 1 0,0020 0,0010
(fa) T 1 -
GG 479 0,9730
-464 GT 13 0,0260 0,0130
(fa) T 13

* SNPs ndo descritos,( fa) fregiiéncia alélica
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Ap6s a determinacdo das frequéncias alélicas e genotipicas, devido ao grande nimero
amostral e de SNPs encontrados, ,utilizamos o programa de bioestatistica Phase versao 2.1.1
para a identificacdo dos possiveis haplotipos. Através desse programa, foi possivel a
identificacdo de 32 haplétipos para os 13 SNPs identificados na regido estudada no gene de
IL-10 dos 492 individuos arrolados neste estudo, perfazendo um total de 984 alelos. A tabela

3 abaixo mostra os haplétipos identificados e suas frequéncias.
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Tabela 3: Descricdo dos haplétipos identificados no gene /L-10 (n=492) e suas respectivas freqiiéncias

Frequéncia

-1162  -1117 -886  -854 -840 -750 -692  -637  -633  -627  -537  -464 Alelos

-1189

Haplotipos

0,270

265

0,002

0,002

0,280

274

0,028

28

0,010

10

0,002

0,006

6

0,002

0,002

10

0,002

11

0,002

12

0,001

13

0,011

11

14

0,002

15

0,316

311

16

0,007

17
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Frequéncia

-1162  -1117 -886  -854 -840  -750 -692  -637  -633  -627  -537 464 Alelos

-1189

Haplétipos

0,001

18

0,006

6

19

0,001

20

0,010

10

21

0,002

22

0,001

23

0,010

10

24

0,002

25

0,002

26

0,001

27

0,007

28

0,002

29

0,003

30

0,001

31

0,006

6

32
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5.6. Estudo de associacao

Para a realizacdo desse estudo utilizamos as frequéncias gendtipicas, alélicas e
haplétipicas de todos os SNPs encontrados e as comparamos entre 0S grupos que
representaram os diferentes desfechos avaliados. Conforme exposto anteriormente, excluimos
39 pacientes. Portanto, esta avaliagc@o foi realizada com um nimero amostral de 182 pacientes
e 271 casos. Os desfechos avaliados neste estudo foram: a) suscetibilidade per se a TB
(pacientes de TB versus contatos sadios); b) gravidade da doenca (TB pulmonar - TBP)
versus (TB extrapulmonar - TBE) e c) infeccdo latente (contatos sadios TST+ versus TST-).

Na primeira avaliacdo, onde os genétipos identificados referentes aos diferentes SNPs
foram testados para verificar a possivel associacdo com a ocorréncia de tuberculose ativa,
verificamos que, dos treze SNPs testados, alguns foram encontrados em grupos distintos,
como os SNPs nas posicdes -750 (C>T) e -633 (G>A), os quais somente foram observados no
grupo controle. Adicionalmente, quatro SNPs, respectivamente nas posi¢des -1189 (C>T), -
840 (A>C), -637 (C>G) e -537 (G>T) foram encontrados somente no grupo de pacientes. Para
todos estes SNPs ndo foi possivel fazer nenhum tipo de andlise estatistica comparativa entre
os dois grupos (pacientes e de contatos). Para as variagdes tri-alélicas, calculamos o
coeficiente de associagdo, ao invés da razdo de chance devido as trés possibilidades
encontradas, tipo selvagem, heterozigoto e homozigoto. Como o célculo da razdo de chance é
feito com base numa tabela 2X2, s6 foi calculada para os SNPs que tinham apenas duas
possibilidade de gendtipo. Dos SNPs ji descritos na literatura em outros grupos €tnicos, 0s
mais freqiientes, mostrado foram os presentes nas posi¢des posicoes -627, -854 e -1117. As
figuras 19, 20 e 21 mostram numa visao 3D a tabela de contingé€ncia destes SNPs ( -1117, -
854 e -627). A tabela 4 mostra a avaliacdo de todos os loci estudados em relacdo a sua
possivel associacdo com o desfecho (suscetibilidade per se a ocorréncia de TB ativa). Como
podemos observar nesta tabela, existe uma forte associacdo entre a presenca da variante

alélica T na posi¢do -464 e a ocorréncia de TB ativa.
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Visao 3D da tabela de contingéncia

PACIENTES

Linhas

Figura 19: Visio da tabela de contingéncia em 3D do SNP na posi¢do -627 substitui¢do de uma Citosina (C) por
uma Adenina (A). Esta figura mostra a frequéncia aumentada do genétipo heterozigoto CA nos dois grupos

analisados (paciente e contatos).

Visdo 3D da tabela de contingéncia

150

Colunas

CONTROLE cc

PACIENTES

Linhas

Figura 20: Visdo da tabela de contingéncia em 3D do SNP na posic¢do -854 substitui¢do de uma Citosina (C) por
uma Timina (T). Esta figura mostra o gendtipo heterozigoto CT € o mais freqiiente nos dois grupos analisados

(paciente e contatos).
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Visao 3D da tabela de contingéncia

150

100

GA
Colunas
CONTROLE

Linhas PACIENTES

Figura 21: Visdo da tabela de contingéncia em 3D do SNP na posi¢do -1117 substituicdo de uma Guanina (G)
por uma Adenina (A). Esta figura mostra que a varidvel mutante Adenina encontra-se em alta frequéncia nos
dois grupos analisados, sendo o homozigoto mutante mais frequente em ambos os grupos.
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Tabela 4: Avaliacdo de associacdo entre os diferentes gendtipos presentes no promotor do
gene IL-10 com suscetibilidade per se a ocorréncia de TB ativa.

Contatos
Pacientes (TST+/TST-) Coef.
Locus Genétipo  N=221 N=271 2 p-valor OR Associacio
-1189 CC 212 271 ND ND ND ND
CT 9 0
AA 217 269
AG 1 1 0,621 0,892 # 0,035
-1162 AT 2 1
GG 1 1
GG 24 31
-1117 GA 100 107 1,699 0,428 # 0,058
AA 97 133
GG 208 256
-886 GA 13 14 0.931 0.638 # 0,043
AA 0 1
CC 89 109
-854 CT 100 124 0,025 0,988 # 0,007
TT 32 38
-840 AA 213 271
AC 8 0 ND ND ND ND
=750 CC 221 252
CT 0 17 ND ND ND ND
TT 0 2
-692 GG 215 260 0,659 0417 1,51 0,036
GA 6 11
-637 CcC 216 271 ND ND ND ND
CG 5 0
-633 GG 221 269 1,637 0,200 # 0,057
GA 0 2
CC 85 107
-627 CA 102 127 0,299 0,861 # 0,024
AA 34 37
-537 GG 220 271 ND ND # ND
GT 1 0
-464 GG 211 268 5,528 0,019 423 0,105
GT 10 3

7 D .
indefinido; ™" ndo determinado
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Tabela S: Avaliacdo de associag@o entre os diferentes gendtipos presentes no promotor do
gene /L-10 com suscetibilidade per se a ocorréncia de TB ativa. Comparagdo com os contatos
TST positivos.

Pacientes Contatos Coef.

Locus  Genétipo N=221 TST+N= 126 ZZ p-valor Associacio OR
CcC 212 126

-1189 CT 9 0 5,26 0,022 0,122 #
AA 217 125
AG 1 0

1162 AT ) | 1,16 0,763 0,058 #
GG 1 0
GG 24 12

1117 GA 100 51 1,20 0,547 0,059 #
AA 97 63
GG 208 123

-886 GA 13 3 2,23 0,135 0,080 0,39
CC 89 45

854 CT 100 66 1,67 0,432 0,069 #

i TT 32 15
AA 213 126

-840 AC 8 0 ND ND ND ND
CcC 221 114
CT 0 10 ND ND ND ND

=750 T 0 )
GG 215 121

-692 GA 6 5 0,41 0,521 0,034 1,48
CcC 216 126

-637 cG 5 0 ND ND ND ND
GG 221 125

-633 GA 0 1 ND ND ND ND
CC 85 44

627 CA 102 65 0,95 0,619 0,040 #

i AA 34 17
GG 220 126

-537 GT 1 0 ND ND ND ND
GG 211 123

-464 GT 10 3 1,02 0,311 0,054 0,514

7 D~ .
*indefinido; " ndo definido

Na avaliagdo do desfecho (gravidade da doenca), a andlise foi feita através da
comparagdo das freqiiéncias encontradas nos grupos de pacientes com TB pulmonar versus
pacientes com TB extrapulmonar (Tabela 6). Para este desfecho, houve uma associacio
significativa entre o polimorfismo -1189 com a gravidade da doenca (tuberculose
extrapulmonar). Os demais SNPs ndo mostraram diferencas significativas entre os grupos

analisados
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Tabela 6: Avaliacdo da associag@o entre os diferentes gendtipos presentes no promotor do
gene IL-10 com gravidade da TB.

TBP

TBE

Coef.

Locus _Gendtipo (N=139) (N=43) _4* p-valor _Associagio N
cC 136 39

SILTRS ; Y oasn 0033 # 0,215
AA 137 5
AG 0 1

PP 1 o 384 0278 0130 4
GG ! 0
GG 9 2

up  GA 62 21 2619 0270 0,108 "

) AA 58 20
GG 130 Iy

886 o ; 21089 0207 0070 "
CC 61 16

s CT 58 2 1193 0551 0,070 "
T 20 5
AA 134 5

S0 A : 2 0010 0565 # 0,640
GG 134 43

62 07 ; o ND D ND ND
CC 137 41

67 o ; o LST7 0209 0084 0290
cC 60 14

7 CA 59 23 1802 0406 0,089 4

- AA 20 6
GG 139 pp)

537 OO ; ; ND  ND ND ND
GG 134 39

404 39 : Y2074 0132 01 0363

“PNdo definido” indefinido.

Avaliarmos a associacdo entre os diferentes gendtipos com a capacidade de infeccao,

comparamos a freqiiéncia genotipica dos SNPs identificados entre os grupos de contatos

TST+ contra o grupo TST-. A tabela 7 mostra que as freqiiéncias dos genétipos relativas aos

diferentes SNPs nos respectivos grupos sdo muito pequenas e consequentemente nenhuma

diferenca significativa foi encontrada entre os diversos SNPs.
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Tabela 7: Avaliagdo da associacdo entre os diferentes genétipos separadamente com

capacidade de infeccdo TST+/TST-.

TST + TST - Coef.

Locus Genétipo (N=126) (N=145) ZZ p-valor OR Associacio
AA 125 143
AG 0 1

62t 1 0 2891 0409 # 0,102
GG 0 1
GG 12 19
GA 51 56

-1117 AA 63 70 5,991 0,652 # 0,056
GG 123 133
GA 3 11

-886 AA 0 | 4,653 0,098 # 0,129
CcC 45 64
CT 66 58

-854 T 15 23 4,201 0,122 # 0,123
CcC 114 138

=750 CT 10 7
TT 5 0 3,500 0,174 # 0,112
GG 121 139

-692 GA 5 6 3,841 0,944 1,04 0,004
GG 125 144

633 GA 1 1 3,841 0,921 0,868 0,006
CcC 44 63
CA 65 62

-627 AA 17 20 2,367 0,306 # 0,093
GG 123 145

-464 GT 3 0 ND ND # ND

T D, ~ —
indefinido, ™~ ndo definido
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Tabela 8: Avaliacdo da associac@o entre os diferentes genétipos presentes no promotor do
gene IL-10 suscetibilidade a gravidade da Tuberculose. (TB extrapulmonar — TST+).

TBE TST+ Coef.
Locus Genétipo (N=43) (N=126) Zz p-valor OR Associagio
CcC 39 126
-1189 CT 4 0 ND ND # #
AA 42 125
-1162 AG 1 0
AT 0 1 3,270 0,194 # 0,875
GG 0 0
GG 2 12
-1117 GA 21 51 0,869 0,647 # 0,101
AA 20 63
GG 42 123
-886* GA 1 3 # 0,731 1.02 #
-854 ccC 16 45
CT 22 66 3,830 0,146 # 0,401
TT 5 16
-840 AA 42 126
AC 1 0 ND ND # ND
ccC 43 114
-750 CT 0 10 ND ND # ND
TT 0 2
-692 GG 43 121
GA 0 5 ND ND # ND
-637 ccC 41 126
CG 2 0 ND ND # ND
-633 GG 43 125
GA 0 1 ND ND # ND
-627 CcC 14 44
CA 23 65 2,320 0,313 # 0,302
AA 6 17
GG 42 126
-537 GT 1 0 ND ND # ND
GG 39 123
-464 GT 4 3 3,87 10,0049 0,24 #

* Teste exato de Fisher; " ndo definido, ” indefinido

Tendo em vista as andlises estatisticas realizadas anteriormente, tentamos uma avaliacao
da associacdo entre os diferentes gendtipos presentes no promotor do gene IL-10
suscetibilidade TB extrapulmonar. Os resultados mostraram que os SNPs -1189, -840, -637, -
464 e -537 apresentaram forte associagdo com suscetibilidade a TBE. Para o SNP -1189 a

variante alélica T mostrou-se fortemente associada a TBE uma vez que nao foi encontrada
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essa variante T no grupo de individuos TST+, a mutag@o na posi¢do -840 também apresentou
associacdo com TBE, lembrando que a variante alélica C sé foi encontrada em um individuo
com tuberculose extrapulmonar e ndo foi encontrada no grupo de TST+. Na posicdo -637 a
variante alélica G também foi positivamente associada com gravidade da tuberculose e na
posicdo -537 a variante alélica T também mostrou associacdo. No desfecho suscetibilidade
per se a ocorrénciade TB ativa, foi observado também que alguns SNPs estavam associados a
prote¢do a doenca. Os SNPs presentes nas posicdes -750 variante alélica T, -692 variante
alélica A e -633 variante alélica A, uma vez que ndo foram observados no grupo de pacientes
com TBE, isso nos sugere uma possivel associagdo com prote¢do a Tuberculose.

Apds a genotipagem de todas as amostras e a avaliagdo de associagdo dos SNPs
encontrados na regido promotora do gene que codifica para IL-10 com os diferentes desfechos
propostos, testamos todos os SNPs contra as varidveis demogréficas género e idade para
verificar a influéncia das mesmas. Apds andlise estratificada nenhuma diferenca significativa
foi encontrada para género ou idade com algum dos polimorfismos (dados ndo mostrados).

Para a realizacdo do estudo de associagdo com a distribuicdo dos diferentes haplétipos
identificados nos diferentes grupos, selecionamos os hapldtipos que apresentam as
frequéncias alélicas mais altas. Neste contexto, os haplétipos incluidos para o estudo de
associacdo sdo o haplétipo 1 (CAGGCACGCGCGQG), haplétipo 4 (CAAGCACGCGCGG) e
o haplétipo 16 (CAAGTACGCGAGG) cuja frequéncias alélicas sdo 27% presente em 265
alelos, 28% presente em 274 alelos e 31.6% presente em 311 alelos (tabelas 9, 10 e 11.
Embora alguns haplétipos tenhas sido identificados em grupos distintos suas freqiiéncias sdo
muito baixas para um estudo de associagdo. Os dois quadros abaixo (6 e 7) mostram o0s

haplétipos que ndo foram encontrados nos grupos dos pacientes e contatos.
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Quadro 6: Hapldtipos ausentes no grupo dos Pacientes

6 CAAGTACGCGCGG
8 CAGGCATGCGCGG
9 CAAGCATGCGCGG
11 CAAGCACACGCGG
13 CAGGCACGCGAGG
20 CAGGCATGCGAGG
21 CAAGTATGCGAGG
22 CAGGCACACGAGG
23 CAGACACACGAGG
26 CAAGTACGCAAGG
29 CAGGCATGCGCGT

Quadro 7: Haplétipos ausentes no grupo dos Contatos

2 TAGGCACGCGCGG
7 CAAGCCCGCGCGG
12 CAGGCACGGGCGG
15 CAGGTACGCGAGG
17 TAAGTACGCGAGG
18 CTAGTACGCGAGG
19 CAAGTCCGCGAGG
25 CAAGTACGGGAGG
27 CAGGCACGCGCTG
30 CAAGTACGCGAGT
31 CAAGCACGGGAGT

Tabela 9: Avaliagdo de associagdo entre o hapldtipo 1, 4 e 16 com a suscetibilidade per se a
ocorréncia de TB ativa. Analisando os contatos TST positivos.

Suscetibilidade per se a ocorréncia de TB ativa

Contatos
Haplétipo Pacientes TST+ OR Xz p-valor
N= 442 alelos N= 252 alelos
1 126 62 1,22 1.05 0,305
4 115 72 0,88 0,41 0,522
16 138 81 0,96 0,03 0,868
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Tabela 10: Avaliacdo de associacdo entre o haplétipo 1, 4 e 16 com a suscetibilidade per se a
ocorréncia de TB pulmonar. Analisando os contatos TST positivos.

Suscetibilidade per se a ocorréncia de Tuberculose Pulmonar

Pacientes Contatos

Haplétipo TBP TST+ OR X p-valor
N=278 alelos N= 252 alelos
1 81 62 1,26 1.16 0,281
4 69 72 0,83 0,77 0,380
16 75 81 0,78 1,46 0,227

Tabela 11: Avaliacdo da associacdo entre os hapldtipos 1, 4 e 16 com a suscetibilidade a
gravidade da Tuberculose. (Tuberculose Extrapulmonar versus TST+).

Suscetibilidade a gravidade da Tuberculose

Pacientes Contatos
2

Haplétipo TBE TST+ OR X p-valor
N= 86 alelos N= 252 alelos

1 19 62 0,87 0,11 0,745

4 23 72 0,91 0,03 0,851

16 28 81 1,02 0,01 0,943

Estes haplétipos foram analisados quanto a associagdo com os desfechos estudados. Como

podemos observar na tabela 9, 10 e 11, nenhum apresentou associacdo significativa com

nenhum dos desfechos avaliados.
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6. DISCUSSAO

A Tuberculose ¢ uma das enfermidades mais antigas e conhecidas do mundo e hoje,
representa um estado de emergéncia decretado pela Organizagdo Mundial de Saide desde
1993, como uma enfermidade reemergente. De acordo com a OMS, foram notificados 9,2
milhdes de novos casos de TB no mundo em 2006 (OMS 2008) e, dentre os principais fatores
que contribuem para essa enfermidade, destacam-se: a persisténcia da pobreza na nossa
sociedade, o alcoolismo, a desnutricdo, a ocorréncia da Sindrome da Imunodeficiéncia
Humana Adquirida (Aids) nos grandes centros, e a ocorréncia da resisténcia a multiplas
drogas resistente (MDR). Adicionalmente, vdarios fatores genéticos também tém sido
associados com diferentes desfechos apds a infec¢do com M. b tais como: suscetibilidade per
se do hospedeiro a ocorréncia de TB ativa, gravidade da doenca e/ou prote¢do ao
desenvolvimento da mesma (Amim et al, 2007; Henao, 2006, Correa, 2005; Tso, 2005;
Awomyi 2002; Hill, 1996).

A resposta imune do hospedeiro frente ao Mycobacterium tuberculosis envolve um amplo
arsenal de moléculas envolvendo a resposta inata e a resposta imune adaptativa provida por
células CD4" e CD8" e reguladas por citocinas e outros mediadores, como a produgio de
anticorpos especificos eficientes para eliminar a infeccdo e conter a progressdo da doenca
ativa (Salgame 2005; Rook et al, 2005). Sabe-se hoje, que a variacdo interindividual na
producdo de grande parte destas moléculas estd diretamente relacionada ao “background”
genético. Nos udltimos anos alguns dados da literatura tém demonstrado claramente que a
variabilidade genética dos genes que codificam para estas moléculas pode afetar a regulagdo
da expressdo génica positiva ou negativamente, influenciando na producéo final da molécula
em questdo. Na tltima década, virios Polimorfismos de Base Unica (SNPs) na regido
regulatéria de diferentes genes de citocinas foram descritos e associados com suscetibilidade,
gravidade ou protecdo para um nimero crescente de doencas de diferentes etiologias, como
por exemplo, a Tuberculose. Especificamente no caso da TB, vdrios autores t€ém revisto a
influéncia de polimorfismos genéticos em genes candidatos relacionados a resposta anti
Mycobacterium tuberculosis. Neste contexto, resultados significativos de associagdo tem

sido reportados para polimorfismos em diversos genes, tais como: receptor de vitamina Dj

(VDR), IL-12 (interleucina-12), IL-12RB1 (receptor Bl de interleucina-12), IFN-y
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(interferon-gama), MBL (lectina ligadora de manose), TNF-o (fator de necrose tumoral alfa),
SLC11A1 (Solute carrier family 11 member 1), IL-10 (interleucina 10) (Casanova, 2004;
Malik, 2002 e Cooke, 2001) e no lécus genético HLA (antigenos leucocitarios humanos). A
presenca ou ndo de variantes alélicas nos respectivos genes que codificam para estas
moléculas influencia em diferentes graus o risco relativo em diferentes grupos étnicos.
Paralelamente tais variantes, podem também desempenhar um papel modificador em relagio
a gravidade da apresentagdo clinica. A interleucina-10 € uma importante citocina
imunoreguladora (Mosmann, 1994) e atua na inibicdio da produg¢do de citocinas
proinflamant6rias como TNF-o em células T e mondcitos. A IL-10 tem papel central na
patogénese das doengas autoimunes como o lupus eritematoso sistémico (SLE) e no decurso
de vérias doencas infecciosas (Murray et al 1997, van Furth ef al 1995). A produgdo de IL-10
é completamente regulada por niveis transcricionais (Bienvenu et al 1995). Vérios estudos
tém sugerido que a capacidade de produgdo de IL-10 € influenciada por fatores genéticos.
Estudos de familia utilizando gémeos monozigéticos e dizigdticos, mostraram uma
significante diferenca interindividual na produ¢do da mesma apds a estimula¢do por LPS,
sugerindo desta forma que 75 % da producdo de IL-10 é geneticamente determinada (Reuss
et al 2002). A regido 5 flanqueadora do gene que codifica para IL-10 no cromossomo 1
(1g31) contém vérios polimorfismos incluindo 2 microsatélites 1.1 e 4.0 kb acima do sitio de
inicio da transcricdo e trés polimorfismos de base tinica (SNPs bialélicos) nas posi¢des -1117
(G/A), -854 (C/T) e -627 (C/A) Eskdale et al (1997), reportadas respectivamente como -1082,
-819, -592 (Turner et al 1997). Vérios estudos foram conduzidos em diferentes populacdes a
fim determinar a influencia desses polimorfismos na suscetibilidade a tuberculose; porém, a
influéncia desses SNPs na producdo de IL-10 e a associagdo dos mesmo com suscetibilidade,
gravidade ou protecdo ainda sdo contraditérios. A maioria desses estudos foram realizados
em populacdes etnicamente homogéneas e, portanto, muitas das associacdes descritas para
uma determinada variante alélica pode ndo representar fator genético de risco em outras
populagdes. No Brasil, pais com uma populagdo etnicamente mista composta por euro-
descendentes, afro-descendentes e amerindios, poucos sdo os dados referentes a frequéncia de
polimorfismos de base dnica neste gene e os poucos estudos existente, prendem-se a um,
dois, ou trés SNPs somente. Tendo em vista a importancia da regido promotora no que diz

respeito a regulacido da expressdo génica, resolvemos neste estudo proceder ao mapeamento
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de parte da regido promotora do gene de IL-/0 (aproximadamente 1500pb acima do sitio de
iniciagdo de traducdo ATG) através de sequenciamento em individuos portadores de TB e
controles sadios. Posteriormente, com base nas freqii€ncias encontradas dos diferentes SNPs,
procedemos a um estudo de associa¢do dos mesmos com diferentes desfechos da tuberculose.
Trata-se do primeiro estudo realizado na populagdo brasileira mostrando o mapeamento desta
regiado do promotor através da utilizagdo de seqiienciamento (padrdo ouro), capaz ndo
somente de identificar SNPs ja existentes como também polimorfismos ainda ndo descritos

na literatura.

6.1. Polimorfismos na regido promotora de IL-10 e sua associacdo com TB

Previamente descrito no estudo Kube er al (1995), a identificacdo e andlise dos principais
sitios de ligacdo dos fatores de transcricdo na regido 5flanqueadora da seqiiéncia do gene
humano de /L-10, +131 a -4082pb (regido proximal), foi definida a localiza¢do dos fatores de
transcricdo que modifica de imediato o promotor do gene de /L-10, nesta regido estdo os potenciais
fatores de transcricdo, com os sinais de transducdo para citocinas identificados: GM-CSF
encontrado em vdrias citocinas, CD28-like, GAS-like, GAS-LKRE e Y YI-/ike envolvidos no
controle da resposta imune e inflamatéria (Eskdale et al 1997) e sitios como SLE.LP, ISRE-
like, cAMP e GRE-like, e outros elementos do sistema imune. Dentre os sitios descritos incluem-se:
o NFkB/REL que media a sinalizacdo com Fator de Necrose Tumoral (TNF) e o sitio de STAT.1,
responsavel pela sinalizagdo das citocinas e de Interferon (IFN) (David et al 1995) e o fator de
transcricdo YY1-like, que como outros fatores estd envolvido no controle imune e na resposta
inflamatéria (Yant ef al 1995). Neste contexto podemos observar que a maioria dos SNPs encontrados
nesse estudo estdo bem préximos deste sitio, observamos que o SNPs na posigao -464 estd dentro de
um importante sitio de transcrigdo NFkB.50 que sinaliza para a interferon-y, desta maneira podendo
influenciar nos niveis transcricionais do gene de IL-10 e de outras citocinas.

Por isto, o grande interesse de investigarmos a existéncia de sitios polimérficos na regido
promotora do gene IL-10, particularmente considerando a funcdo crucial desta citocina na
resposta imune.

Em nossas andlises, apds o sequenciamento dos produtos da PCR em parte do promotor

do gene de IL-10 detectamos treze sitios polimoérficos, dos quais sete ainda ndo estdo
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descritos na literatura nem em bancos de SNPs. Uma transi¢do de C para T na posicdo -1189
foi identificada em 9 individuos (todos heterozigotos) e um SNP trialélico na posi¢do -1162
(transicdo de A para G e T). Até entdo um SNP trialélico nunca mencionado na literatura
especifica de IL-10, esse tipo de SNP é muito raro no genoma humano e em nosso estudo foi
identificado em 7 individuos, sendo a transi¢do A para G identificado em 4 individuos, 2
heterozigotos € 2 homozigotos, € a troca A por T em 3 individuos, todos heterozigotos.
Outros 5 SNPs novos foram identificados nas posi¢cdes -840 A>C em 8 individuos (todos
heterozigotos), -750 C>T em 19 individuos (sendo 2 homozigotos), -637 G>C em 5
individuos (heterozigotos), -633 G>A em 5 individuos (heterozigotos) e -537 G>T em apenas
1 individuo (heterozigoto). Em nossas andlises identificamos também seis SNPs descritos e
estudados na literatura e depositados nos bancos de dados: -1117 G>A com uma frequéncia
absoluta em nosso estudo de 88,83% da variante alélica A, presente -886G>A, com uma
freqiiéncia absoluta de 5,7%, -854C>T, com a variante alelica T presente em 59,8%, -
692G>A, com uma frequéncia absoluta de 3,5% da variante A, -627C>A, com a variante
alélica A presente em 61% dos individuos avaliados e -464G>T com uma frequéncia do
nucleotideo T de 2,6%. Observamos que os SNPs na posicoes -854 e -627 estdo em
desequilibrio de ligacdo em todos os grupos analisados neste estudos. Um dos maiores
problemas encontrados para o mapeamento dos SNPs através do sequenciamento em relagio
aos dados da literatura e aos diferentes bancos de SNPs disponiveis on line € a falta de uma
padronizacdo em relacdo ao nucleotideo referéncia para o inicio da contagem referente ao
sitio de iniciag@o da transcricdo +1 . A nomenclatura das posi¢cdes dos SNPs no gene de IL-
10 ¢ extremamente confusa na literatura: em 1997 dois pesquisadores (Eskdale et al 1997 e
Turner et al 1997) descreveram os 3 SNPs mais estudados no promotor de IL-10, Porém,
embora se tratando dos mesmos SNPs, os autores os descreveram em posi¢des diferentes no
DNA. Eskdale definiu na seqiiéncia de DNA acima da posi¢do -4082 para o inicio do sitio de
transcricdo do gene humano de IL-10, a base precedente o nucleotideo A do ATG, o que
indicaria a posi¢do -1 do promotor. Por outro lado, Turner e colaboradores, definiram a
contagem dos nucleotideos a partir de um sitio de inicio da transcri¢do relativo a +1132 pb do
promotor de IL-10 Turner et al (1997). Assim, temos 3 SNPs no mesmo gene que sdo
exatamente as mesmas variagdes polimoérficas e contudo foram descritas como se fossem

SNPs distintas (em posicdes diferentes). Neste contexto, o que observamos na literatura sao
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associacdes divergentes de um tdnico SNP, cuja denominagdo foi equivocada, em uma mesma
populag@o, um exemplo foi o estudo conduzido por Zhang et al 2006, que mostra as posi¢des
dos SNPs -627 e -592 como se fossem 2 SNPs distintos, quando na realidade € o mesmo
SNP.

Em nosso estudo, a frequéncia de cada polimorfismo foi determinada na populacdo de
estudo, como observamos na tabela 1. Nesta populacdo, as frequéncias alélicas das varidveis
mutantes para todos os SNPs descritos na literatura e bancos de dados publicos foram
maiores de 1%. Para os SNPs novos encontrados, apenas o SNP na posi¢ao -750 apresentou
uma frequéncia alélica de 2,13%. Um dado que merece destaque nesse estudo € a presenca
de alguns SNPs em grupos distintos.Os SNPs nas posicoes -537 G>T, -637 G>C, -840 A>Ce
na posicdo -1189 C>T foram identificados somente no grupo de pacientes, o que sugere
fortemente uma associacdo dos mesmos com a suscetibilidade a tuberculose ativa. Por outro
lado, os SNPs encontrados nas posi¢cdes -633 G>A e -750 C>T foram identificados somente
no grupo dos contatos, sendo que o SNP -750 C>T apresentou-se numa freqiiéncia absoluta
3,85%, podendo portanto ser considerado um SNP real, indicando uma associacdo com
prote¢do contra a ocorréncia de TB ativa. Podemos destacar também que a frequéncia
encontrada para a variante -1117A em nosso estudo (88,83% na freqiiéncia absoluta e 67,8%
para a frequéncia alélica), ficou coerente com as freqiiéncias obtidas por Malhotra et al 2005
na populagdo brasileira em estudos realizados com pacientes de hanseniase na populacio
Coreana (OH et al, 2007), na populacdo espanhola (Lopez-Madurelo et al 2003) e na
populagdo italiana (Scola et al 2003). Contudo, estas frequéncias, foram completamente
diferentes das observadas no estudo desenvolvido por Delgado et al 2002 na populagdo do
Camboja. Dados da literatura indicam do ponto de vista funcional, o polimorfismo na posi¢do
-1117 da regido promotora do gene de /L-10, pode estar associado a baixa producdo de IL-10
e a suscetibilidade a infeccdo por M. tb (Fortsch D et al 2000). No presente estudo, nio
encontramos associagdo entre o SNP na posicdo -1117 (alelo A) e a suscetibilidade a
tuberculose; esse achado também foi observado por outros pesquisadores que conduziram
estudos com um niimero amostral satisfatério para estudos de associagdo podendo citar,
Lopez-Maderuelo et al, (2003) na populacido espanhola, Bellamy et al (1998). Em outros
estudos, no entanto, como os realizados por Delgado et al 2002, na populagdo da Camboja e

OH et al 2007 na populacdo coreana, foi observada uma associagio entre a variante mutante
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referente a este SNP em heterozigose com a suscetibilidade a TB. Possivelmente, a
divergéncia de resultados entre os estudos deve-se a variagdes étnico-especificas, pois as
frequéncias dos polimorfismos presentes na regido promotora do gene de [L-I0 varia
grandemente entre diferentes grupos étnicos, podendo assim influenciar a resposta imune
contra a tuberculose, levando a observacdo de diferentes desfechos referentes a TB (O et al
2007).

Com o Projeto Genoma Humano foram identificados milhdes de marcadores genéticos
utilizados em diferentes estudos genéticos. Entretanto, esses marcadores genéticos foram
estudados independentemente de outros marcadores, o que ndo é muito informativo para os
estudos de associagdo. Uma forma mais consistente de analisar simultaneamente todos os
marcadores de uma regido de interesse, € a combina¢do de todos os alelos em um tnico
cromossomo, denominado haplétipo (Haploid Genotype) (Zhao et al 2003). As estruturas
haplétipicas produzem informagdes cruciais para a histéria da evolu¢gdo humana e a
identificacdo de variantes genéticas subjacentes as vdrias caracteristicas humanas através de
desequilibrio de ligagcdo (LD), ou associagdo alélica. Tendo em vista a importincia do estudo
de associacdo utilizando haplétipos, realizamos através de um programa de bioestatistica
(PHASE versdo 2.1.1) a construcdo haplotipica dos SNPs identificados na regido promotora
do gene IL-10. Como mostrado na tabela 3, 32 possiveis combinagdes haplotipicas foram
descobertas, identificamos 11 haplétipos ausentes no grupo dos pacientes como mostrado no
quadro 6, e 11 haplétipos ausentes no grupo de contatos mostrado no quadro 7. Para o estudo
de associa¢do com hapldtipos, utilizamos os que apresentaram as freqiiéncias alélicas mais
altas (hapldtipo 1, 4 e 16) para a associacdo com suscetibilidade per se a ocorréncia de TB
ativa analisando os contatos positivos, com a suscetibilidade as formas mais graves da
Tuberculose, (Tuberculose Extrapulmonar versus TST+). Como podemos observar nas
tabelas 9, 10 e 11, nenhum hapldtipo apresentou associagdo significativa com nenhum dos
desfechos avaliados.

Em conclusdo, este trabalho mostrou que a regido regulatéria do gene IL-10 ¢é
extremamente polimoérfica; como visto em publicagdes anteriores os 3 SNPs (-1117, -854 e -
627) mais estudados na regido promotora de IL-10 encontram-se em freqiiéncias semelhantes,
porém nenhuma associacao a suscetibilidade per ser, gravidade ou prote¢do a Tuberculose foi

observado no presente estudo. Sete novos SNPs na regido promotora de [L-10 foram
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descobertos durante a execugdo desse trabalho e futuros estudos precisam ser realizados para
a investiga¢do da possivel influéncia dos mesmo na regulagdo da expressdo de IL-10, tendo
em vista que alguns desses SNPs foram em grupos distintos, sugerindo a associagdo destes
SNPs com a suscetibilidade ou protecdo contra a ocorréncia de TB ativa. Finalmente, esse € o
primeiro estudo realizado no Brasil em que se faz um mapeamento, através de
sequenciamento, desta regido referente ao gene de IL-10. Os dados aqui estudados
representam a realidade de uma populacdo etnicamente mista, disponibiliza os diferentes
SNPs identificados possibilitando a realizacdo de um célculo amostral real para eventuais
estudos de associagdo que venham a ser idealizados nesta populag@o para outras enfermidades
e, finalmente, disponibiliza os haplétipos de alta resolucdo identificados através de software
(PHASE) de reconstrug¢do haplétipica que podem ser utilizados em outros estudos de

associacdo em outras doengas.
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8. ANEXOS

ANEXO I - QUESTIONARIO PARA ENTREVISTA DOS PACIENTES

QUESTIONARIO PARA PACIENTES COM TUBERCULOSE E
OUTRAS CO-MORMIDADES

Apresenta alguma das doencas citadas?
( )HIV () DM (Tipo II)

() Dislipidemia () Hipertensao Arterial Sistémica

Caso apresente alguma das doencas acima, preencher o questiondrio abaixo.

Nome Completo:

Apresenta Termo de Consentimento assinado? () Sim ( ) Nio

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 () Nao acompanhado ( )IGN

8) Cor de Pele: ( ) Branca () Negra () Parda () Outros ( )

IGN

9) Renda Familiar: () Sem renda ()1 amenos de 3 saldrios minimos
()3 a5 saldrios minimos () Mais de 5 saldrios minimos ( )IGN

10) Profissao:

() Sem profissao () Bombeiro ( )Dolar () Médico

() Aposentado () Camelo () Eletricista () Motorista

() Assistente social () Cobrador () Empregada () Pedreiro

() Auxiliar/Técnico de enfermagem ( ) Cozinheiro () Enfermeiro (a) ( ) Rodovidrio

() Biscateiro () Dancarina () Faxineiro () Outros (10a)

10a) Especificar:

11) Alfabetizado:

() 1° grau completo () 2° grau completo ( )3%°graucompleto  ( )IGN
() 1° grau incompleto () 2°grau incompleto () 3°grau incompleto () Analfabetismo
12) Encontra-se em tratamento para tuberculose no momento?
Data do inicio: / / () Sim ( )Nao ( )IGN

13) Caso sim, esquema em uso?
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( )Esquemal R (Dosagem: ); H (Dosagem: ); Z (Dosagem: )
() Esquema IR R (Dosagem: ); H (Dosagem: ); Z (Dosagem: )
E (Dosagem: )
( )Esquema II R (Dosagem: ); H (Dosagem: ); Z (Dosagem: )
() Esquema III
) IGN
14) Apresenta algumas das doencas abaixo
a) Hepatopatias? ( )Sim ( )Nao ( )IGN
b) Neoplasia ( )Sim ( )Nao ( )IGN
¢) Doenca do colageno ( )Sim () Nio ( )IGN
d) Hanseniase ( )Sim () Nio ( )IGN
e) Outra? ( )Sim (1) ( )Nio ( )IGN
el) Especifique:
f) Uso de Corticéide ou imunossupressores ( )Sim ( )Nao ( )IGN
>15mg de prednisona
>30 dias consecutivos ou drogas citotéxicas
g) Insuficiéncia renal cronica (IRC) ( )Sim () Nio ( )IGN
h) Doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) ( ) Sim ( )Nao ( )IGN
i) Desnutricao (perda >15% do peso corporal) ( )Sim ( )Nao ( )IGN
J) Alcoolismo (critério CAGE — Ver abaixo) ( )Sim () Nao ( )IGN
J1) Qual tipo de bebida o senhor (a) prefere? ( )Cachaca ( )Cerveja () Vinho
( )Whisky () Outros () Nenhum
Caso o paciente admita o uso de qualquer bebida citada acima, responda as perguntas, relacionadas
com alcoolismo, abaixo:
J2) O sr. (a) tem facilidades de fazer () Sim ( )Nao ( )IGN
amizades?
j3) Alguma vez sentiu que deveria diminuira ( ) Sim ( )Nao ( )IGN
quantidade de bebida?
j4) Alguém critica ou ja criticou oseu modo () Sim ( )Niao ( )IGN
de beber?
j5) O sr. (a) costuma beber pela manha para () Sim ( )Nao ( )IGN
diminuir o nervosismo ou a ressaca?
j6) O sr. (a) sente-se culpado pela maneira ( )Sim ( )Nao ( )IGN

que costuma beber?

Caso a resposta tenha sido SIM a pelo menos 02 das questoes (13, 14, 15 ou 16), assinale alcoolismo

1) Diabetes Mellitus (DM)

Se sim, qual tipo?

Se sim, utiliza algum destes medicamentos abaixo?
Dosagem:

(

~ N N N~~~

(

) Tolbutamina

) Glipizina

) Clorpropamida
) Gliburida

) Glibenclamida
) Glimepirida

) Outro (

) Outro (

) Outro (

m) HIV +
m1l) Uso de retroviral

Dosagem:
Dosagem:
Dosagem:
Dosagem:
Dosagem:
) Dosagem:
) Dosagem:

) Dosagem:

como positivo.
( ) Sim
( )Tipol

(
(

) Nao
) Tipo IT

N® comprimidos ao dia:

N° comprimidos ao dia:
N° comprimidos ao dia:
N° comprimidos ao dia:
N° comprimidos ao dia:
N® comprimidos ao dia:
N° comprimidos ao dia:
N° comprimidos ao dia:

N® comprimidos ao dia:

(
(

) Sim
) Sim

(
(

) Nao
) Nao

(

)IGN

) Nao Usa
) Nao Usa
) Nao Usa
) Nao Usa
) Nao Usa
) Nao Usa
) Nao Usa
) Nao Usa
) Nao Usa

)IGN
)IGN
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() Efavirenz Dosagem: N® comprimidos ao dia: ( )Nao Usa
( )AZT Dosagem: N° comprimidos ao dia: () Nao Usa
( )3TC Dosagem: N° comprimidos ao dia: ( )Nao Usa
( )D4T Dosagem: N° comprimidos ao dia: () Nao Usa
() Ritonavir Dosagem: N° comprimidos ao dia: ( )Nao Usa
() Saquinavir Dosagem: N° comprimidos ao dia: () Nao Usa
() Outro ( ) Dosagem: N° comprimidos ao dia: ( )Nao Usa
() Outro ( ) Dosagem: N® comprimidos ao dia: () Nao Usa
() Outro ( ) Dosagem: N° comprimidos ao dia: () Nao Usa
m2) SIDA ( )Sim ( )Nao ( )IGN

m2.1) Sarcoma de Kaposi 10

m2.2) Tuberculose disseminada/extrapulmonar/pulmonar nao cavitaria 10

m2.3) Candidiase oral ou leucoplasia pilosa 5

m2.4) Tuberculose pulmonar cavitaria ou nio especificada 5

m2.5) Herpes zoster em individuo com < 60 anos 5

m2.6) Disfuncio do sistema nervoso central 5

m2.7) Diarréia > 1 més 2

m2.8) Febre (38°C) > 1 més 2

m2.9) Caquexia ou perda de peso > 10% do peso habitual 2

m2.10) Astenia > 1 més 2

m2.11) Dermatite persistente 2

m2.12) Anemia e/ou linfopenia e/ou trombocitopenia 2

m2.13) Tosse persistente ou qualquer pneumonia (exceto tuberculose) 2

m2.14) Linfoadenopatia > 1cm (> 2 sitios extra-inguinais ha > 1 més) 2

Somatorio
O critério Caracas revisado para defini¢do de SIDA requer uma sorologia anti-HIV
positiva associada ao somatorio = 10.

n) Hipertensao Arterial Sistémica ( )Sim () Nao ( )IGN
() Amilodipina Dosagem: N° comprimidos ao dia: () Nao Usa
() Diltiazem Dosagem: N® comprimidos ao dia: () Nao Usa
() Felodipina Dosagem: N° comprimidos ao dia: () Nao Usa
() Lercanidipina Dosagem: N° comprimidos ao dia: () Nao Usa
() Nisoldipina Dosagem: N° comprimidos ao dia: () Nao Usa
() Nitrendipina Dosagem: N° comprimidos ao dia: ( )Nao Usa
() Verapamil Dosagem: N° comprimidos ao dia: () Nao Usa
() Propanolol Dosagem: N° comprimidos ao dia: ( )Nao Usa
() Carisoprostol Dosagem: N° comprimidos ao dia: ( )Nao Usa
() Nifedipina Dosagem: N® comprimidos ao dia: () Nao Usa
() Outro ( ) Dosagem: N° comprimidos ao dia: () Nao Usa
() Outro ( ) Dosagem: N° comprimidos ao dia: ( )Nao Usa
() Outro ( ) Dosagem: N° comprimidos ao dia: ( )Nao Usa

o) Dislipidemia () Sim ()Nio ( )IGN
() Atorvastatina Dosagem: N® comprimidos ao dia: ( )Nao Usa
() Cerivastatina Dosagem: N° comprimidos ao dia: () Nao Usa
() Outro ( ) Dosagem: N° comprimidos ao dia: () Nao Usa
() Outro ( ) Dosagem: N° comprimidos ao dia: () Nao Usa
() Outro ( ) Dosagem: N° comprimidos ao dia: () Nao Usa

21) Esta tomando qualquer outra medicacao
( )Sim ( )Nao ( )IGN

Se sim, descrever
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NN AN AN A AN AN
— O O O

22) No ultimo més apresentou:

() Politria

() Polidpsia
() Polifagia
() Cefaléia

23) Peso (kg):

24) Altura (metro):
25) ICM:

26) Evolucado
26.1) Glicemia

26.2) Colesterol Total

26.3) HDL Colesterol

26.4) LDL Colesterol

Dosagem:
Dosagem:
Dosagem:
Dosagem:
Dosagem:
Dosagem:
Dosagem:
Dosagem:

N® comprimidos ao dia:
No comprimidos ao dia:
No comprimidos ao dia:
No comprimidos ao dia:
No comprimidos ao dia:
No comprimidos ao dia:
No comprimidos ao dia:
No comprimidos ao dia:

() Tosse

() Dor precordial
() Cervicalgia

() Cefaléia occipital

Glicemia antes do inicio de tratamento:
Glicemia apds 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:
apds 1° més 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

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:
ap6s 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:
ap6s 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:

(

NN AN AN A AN AN

) Nao Usa
) Nao Usa
) Nao Usa
) Nao Usa
) Nao Usa
) Nao Usa
) Nao Usa
) Nao Usa

() Sonoléncia
) Turvagdo da visdo

(
) VOmitos
() Nauseas
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26.5) Pressdo Arterial

26.6) CD4

26.7) Carga Viral

Pressdo Arterial
Pressdo Arterial
Pressdo Arterial
Pressdo Arterial
Pressdo Arterial
Pressdo Arterial
Pressdo Arterial

antes do inicio de tratamento:
ap6s 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:
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo de polimorfismos em base tinica na regiao promotora de genes de citocinas e sua
possivel associacao com a tuberculose.

Nos préximos meses serd realizado um estudo em pacientes sob suspeita de apresentarem
tuberculose. Neste estudo, pretende-se avaliar genes de citocinas que possibilitem
correlacionar esses genes com possivel protecdo ou severidade a doenca. Este estudo serd
coordenado pelo Dr. Afranio Kritski, Dr. Adalberto Rezende, Dra. Fernanda Queiroz Mello,
Dra. Martha Oliveira, profissionais em atividades no Hospital Universitdrio Clementino Fraga
Filho da UFRJ. Este termo de consentimento explica o estudo, portanto leia cuidadosamente.
Pergunte o que julgar necessdrio. Durante o estudo serd esclarecido quanto a eventos que
possam alterar a sua permanéncia no estudo. Vocé deverd compreender adequadamente o
estudo antes de assinar este termo de consentimento.

1) Procedimentos
Se eu concordar em participar deste estudo, responderei a um questiondrio padronizado que
investigard algumas doencas que possam estd relacionadas a estes genes.

Serdo coletados S5ml de sangue no meu antibraco, na face anterior, com agulha e seringa
descartdveis, antecedido por anti-sepsia local. O sangue serd utilizado para avaliar a presenca
de variagdes genéticas existente na regido promotora dos genes de citocinas. Os dados
gerados pela andlise imunogenética ndo serdo divulgados nominalmente e sim sob forma de
freqii€ncia.

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

3) Riscos/Desconfortos

Algumas das questdes que constam dos questiondrios podem ser inapropriadas e produzir
sentimentos indesejaveis, mas, caso eu ache necessdrio, poderei interromper a entrevista a
qualquer momento. Os riscos da retirada de sangue incluem introducéo da agulha, desconforto
tempordrio, pequena ferida e, raramente, infeccao local. Nao havera risco financeiro e todos
os testes rotineiros para tuberculose serdo realizados.
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4) Tratamento e compensacao por danos

Se eu tiver algum problema de satide em decorréncia deste estudo, o tratamento serd fornecido
pela instituicdo participante. O custo deste tratamento serd totalmente coberto pelo HUCFF. O
HUCFF nio prevé nenhuma forma de compensagao financeira por possiveis injudrias.

5) Alternativas
Se eu decidir ndo participar neste estudo, ou interromper a minha participagdo a qualquer
momento, o meu tratamento médico serd mantido no HUCFF.

6) Custos para os participantes
Nao havera custos para mim, caso decida pela minha participag@o neste estudo, nem para o
tratamento que porventura necessitar.

7) Beneficio

A retirada do meu sangue aos qual eu irei me submeter ajudard no entendimento do
desenvolvimento da tuberculose nas pessoas. Com isso, espera-se que mais conhecimentos
cientificos sejam obtidos com conseqiiente poder determinar quem tem mais chances de
adoecer por tuberculose.

8) Reembolso
Nio haverd beneficios financeiros para mim em participar no estudo.

9) Confidenciabilidade dos dados

Procedimentos serdao adotados pelos responsdveis por este estudo no intuito de proteger a
confidencialidade das informacdes que eu forneca. As informacgdes serdo codificadas e
mantidas num local reservado o tempo todo. Somente os pesquisadores envolvidos neste
estudo terdo acesso as informacgdes e aos questiondrios. Apds o término deste estudo, as
informacdes serdo transcritas dos questiondrios para arquivos no computador e aqueles serdo
mantidos em local reservado. Porém, o acesso permanecerd restrito aos mesmos
pesquisadores. Os dados deste estudo poderdo ser discutidos com pesquisadores de outras
institui¢cdes, mas nenhuma identificagdo serd fornecida, portanto serdo confidenciais como a
lei determina, salvo eu conceda permissdo para isso. Os resultados serdo discutidos comigo e
enviados para o meu médico (salvo eu ndo deseje iss0).
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CONSENTIMENTO

O Dr. Afranio e outros pesquisadores discutiram as informagdes comigo, responderam
as minhas perguntas. Receberei uma c6pia deste consentimento para manté-lo comigo. Nos
préximos dias, se tiver qualquer divida sobre a minha participagdo neste estudo, poderei
utilizar os seguintes nimeros de telefone: (21) 2550-6903 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 participar ou mesmo de me retirar do estudo
em qualquer momento que eu queira, sem riscos para o meu tratamento médico. Se eu desejar
e concordar em participar, devo assinar na linha abaixo. Isso significa que compreendi
adequadamente as informagdes fornecidas e este termo de consentimento.

Se eu desejar participar do estudo, permitirei também que meu endereco e telefone
sejam anotados em uma folha separada, para facilitar contato comigo quando necessdrio.
Como jé foi esclarecida anteriormente, toda informagdo pessoal serd mantida em sigilo.

Assinatura do voluntério Nome completo N® do prontudrio

(ou responsavel legal)

Assinatura do entrevistador Nome do entrevistador Data
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