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RESUMO

A tuberculose (Tb) é uma doenca infecciosa, causada por micobactérias do complexo
Mycobacterium tuberculosis, sendo a espécie que mais acomete o0 homem M. tuberculosis. O
estado do Amazonas tem um dos maiores coeficientes de incidéncia da Th do Brasil, com 81,6
casos de Th/100 mil habitantes. Na capital Manaus, 0s nimeros sdo ainda mais preocupantes
por apresentar a incidéncia de 113,2 novos casos de Tb/100 mil habitantes. A Tb é uma doenca
associada a fatores como a condicdo socioecondmica, nutricional, ambiental e perfil genético
do hospedeiro, bem como viruléncia do bacilo. As caracteristicas genéticas dos individuos com
Tb tém sido frequentemente exploradas, tais como os genes de HLA (Antigeno Leucocitario
Humano) e SNVs (Variantes de Nucleotideo Unico) que regulam as respostas imunologicas em
diversas doencas. O presente estudo teve como objetivo avaliar a frequéncia dos alelos de HLA
genérico (A, B e DR) e de SNVs do gene TNFA, rs1799964 e rs1800610. A tipagem do HLA
foi realizada por PCR-SSP (sequence specific primer) em 148 amostras, sendo 51 individuos
com Tb pulmonar, 10 com Tb extrapulmonar e 87 controles. Apds analise, 0 HLA-A*29 foi
associado a suscetibilidade a Tbh (p= 0,0005; OR= 4,31; 1C95%= 1,869 — 9,504), ao passo que
0s HLA-A*31 (p=0,0002; OR= 0,06; 1C95%= 0,0057 — 0,3384), HLA-A*68 (p= 0,0175; OR=
0,122; 1C95%= 0,0112 — 0,6990) e HLA-DRB1*14 (p= 0,027; OR= 0,248; 1C95%= 0,0756 —
0,8162) foram associados a protecdo a Th. A genotipagem do SNV TNFA foi realizada por
gPCR em 913 amostras, sendo 355 individuos com Tb pulmonar, 86 individuos com Tb
extrapulmonar e 472 controles. Para o gene de TNFA, somente o rs1800610 apresentou
associacdo a Th nos seguintes modelos genéticos: dominante (p= 0,035; OR= 1,37; 1C95%=
1,02-1,83), overdominante (p=0,028; OR=1,40; 1C95%= 1,04-1,90) e log-Additive (p=0,056;
OR=1,27; 1C95%= 0,99-1,64). Os nossos resultados sugerem que as moléculas de HLA podem
estar associadas a Th, influenciando na resposta aos linfocitos T, mas como o sistema HLA é
hiperpolimorfico, estes resultados devem ser avaliados com cautela. O gene de TNFA,
rs1800610, foi associado a suscetibilidade a Th, o que nos estimula a investigar as regides
génicas da via de sinalizacéo e producéo de TNF-a, bem como as citocinas envolvidas durante
a infecgé@o por M. tuberculosis.

Palavras-chave: Tuberculose, HLA, SNVs, rs1799964, rs1800610 , TNFA, Imunogenética.



ABSTRACT

Tuberculosis (Tb) is an infectious disease caused by mycobacteria of the complex
Mycobacterium tuberculosis, being the species that most affects the man M. tuberculosis. The
state of Amazonas has one of the highest incidence coefficients of Tb in Brazil, with 81,6 cases
of Th/100.000 inhabitants. In the capital Manaus, the figures are even more worrying because
they present the incidence of 113,2 new cases of Th/100.000 inhabitants. Tb is a disease
associated with factors such as socioeconomic, nutritional, environmental and genetic profile
of the host, as well as virulence of the bacillus. The genetic characteristics of individuals with
Tb have often been explored, such as the HLA (Human Leukocyte Antigen) and SNVs (Single
Nucleotide Variants) genes that regulate immune responses in several diseases. The present
study aimed to evaluate the frequency of generic HLA alleles (A, B and DR) and SNVs of the
TNFA gene, rs1799964 and rs1800610. HLA typing was performed by PCR-SSP (sequence
specific primer) in 148 samples, 51 individuals with pulmonary Th, 10 with extrapulmonary Th
and 87 controls. After the analysis, the HLA-A*29 was associated with Tb susceptibility (p=
0,0005; OR=4,31; 1C95%-= 1,869 — 9,504), while HLA-A*31 (p= 0,0002; OR= 0,06; 1C95%=
0,0057 — 0,3384), HLA-A*68 (p= 0,0175; OR= 0,122; 1C95%= 0,0112 — 0,6990) e HLA-
DRB1*14 (p=0.027; OR=0.248; 1C95% = 0.0756 - 0.8162) were associated with Tb protection.
Genotyping of SNV TNFA was performed by gPCR in 913 samples, being 355 individuals with
pulmonary Tb, 86 individuals with extrapulmonary Tb and 472 controls. For the TNFA gene,
only rs1800610 showed association with Tb in the following genetic models: dominant (p=
0.035; OR= 1.37; 1C95% = 1.02-1.83), overdominant (p= 0.028; OR= 1.40; I1C95% = 1.04-
1.90) and log-Additive (p=0.056; OR=1.27; 1C95% = 0.99-1.64). Our results suggest that HLA
molecules may be associated with Th, influencing the response to T lymphocytes, but as the
HLA system is hyperpolymorphic, these results should be evaluated with caution. The TNFA
gene, rs1800610, was associated with Tb susceptibility, which stimulates us to investigate the
gene regions of the TNF-a signaling and production pathway, as well as the cytokines involved
during infection by M. tuberculosis.

Keywords: Tuberculosis, HLA, SNVs, rs1799964, rs1800610, TNFA, Immunogenetics.
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1. INTRODUCAO

A tuberculose (Tb) é uma doenca infecciosa, causada por micobactérias do complexo
Mycobacterium tuberculosis (CMTB) que inclui sete espécies, sendo M. tuberculosis a que
mais acomete o homem. (Brasil, 2022). A transmissdo da doenca ocorre pelas vias aéreas
superiores, a partir da inalacdo de aerossois contendo bacilos liberados por pessoas com a
doenca ativa. Apesar de existir tratamento especifico para Tb, a doenca ainda continua sendo
um problema grave de salde publica global. A Th atinge principalmente paises de baixa e média
renda e, antes da pandemia de Covid-19, liderava o ranking de causa de morte por um unico
patdgeno, superando até mesmo doengas como a Sindrome da Imunodeficiéncia Humana
(Aids) causada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (WHO, 2022).

Estima-se que um quarto da populacao global tenha sido infectada pelo bacilo causador
da Tb, tendo sido registrado cerca de 81.604 novos casos no Brasil em 2023, com o estado do
Amazonas sendo detentor da segunda maior taxa de incidéncia do pais, com cerca de 81,6 casos
de Th/100 mil habitantes (Brasil, 2024a).

A pandemia da Covid-19 gerou grande impacto no combate a Th, a qual prejudicou e
reduziu as notificacbes da doenca. Entre os anos de 2020 e 2021, os registros da Th tiveram
queda em torno de 15 a 20% nas Américas. além da diminuicdo no avango dos estudos e
combate a doenca (PAHO, 2021). As investigacdes epidemioldgicas desse periodo da pandemia
evidenciaram o aumento dos casos nao diagnosticados e a crescente transmissdo comunitaria,
principalmente entre pessoas consideradas vulneraveis ao adoecimento por Th como a
populacdo privada de liberdade, a populacdo em situacdo de rua, profissionais da salde,
imigrantes e indigenas (Brasil, 2023a). Porém, o0 ano de 2023 seguiu com a reducao nos casos
e risco de acometimento, sugerindo a diminuicdo do impacto negativo da pandemia de Covid-
19 nas agdes de controle da Th (Brasil, 2024a).

A Tb desenvolve-se através de uma complexa combinacdo de fatores ambientais,
socioeconémicos, imunoldgicos e genéticos. Dentre eles, o fator genético tem sido cada vez
mais considerado importante na Th. Ha estudos sugerindo que as variagdes génicas que ocorrem
no antigeno leucocitario humano (HLA), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 12
(IL-12), C3 convertase (e outros zimogénios do sistema complemento), bem como moléculas
co-estimuladoras cujo genes estdo presentes no brago curto do cromossomo 6, ou mesmo outros
fatores imunoldgicos expressos por genes presentes em outros cromossomos, podem ter

relaces com a suscetibilidade e/ou resisténcia & doenca (Jacobs, 2007; Sharma et al., 2016).
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Sabe-se que a resposta imune celular é crucial para o combate a Th, tendo acdo
principalmente de macréfagos, células predominantes na maior parte do ciclo infeccioso, além
de células dendriticas e linfocitos T. Nesse contexto, as moléculas de HLA de classe | (A, B e
C) e classe 1l (DR, DQ e DP), presentes principalmente nas células dendriticas, participam da
apresentacdo de antigenos e ativacao de células T CD8 e T CD4, respectivamente. Estudos
sugerem que a expressao de determinados genotipos de HLA classe I, tais como: HLA-A2, HLA-
A9, HLA-B8, HLA-B15 estdo associados a Th pulmonar para maior chance de desenvolver a
doenca. Ao passo, que para HLA classe Il, hd um estudo de meta-analise que sugere que 0sS
sequintes HLA: HLA-DRB1*08:03, HLA-DQB1*06:01, HLA-DQB1*06:09 e HLA-
DQA1*01:01 também estdo associados para suscetibilidade para Tb pulmonar (Cox et al.,
1982; Oliveira-Cortez et al., 2016).

Por sua vez, a fagocitose do patdgeno por macréfagos pode induzir o aumento na
producdo de TNF-o, uma citocina pré-inflamatéria que leva ao aumento do catabolismo,
producdo, ativacdo e migracdo de leucdcitos polimorfonucleares (LPMNSs) para auxiliar na
formacéo do granuloma e aumento da transcricdo de genes de HLA classe I, consequentemente
elevando a atividade citotoxica de células T CD8 (Spies, 1986). Diferentes variantes em genes
de citocinas afetam a transcricdo genética e influenciam na producdo de citocinas, colocando
0s SNVs do TNFA e os genes de outras citocinas pr6 inflamatérias como fatores associados a
suscetibilidade no desenvolvimento da Th (Wu et al., 2018).

Sendo assim, 0s ensaios genéticos e imunoldgicos como, por exemplo, a identificacdo
de SNVs e dos alelos de HLA associados a doenca em uma determinada populacdo, podem ser
Uteis para compreendermos melhor os mecanismos envolvidos na resposta imune da Th.
Possibilitam também direcionar quais outros componentes envolvidos na ativacao de linfécitos
T podem ser alvos para novas investigaces. Desta maneira, esse estudo teve como intuito
investigar os genes de HLA-ABDR e SNV, rs1799964 e 1800610, do TNFA, ambos localizados
no cromossomo 6, em individuos Amazonenses acometidos por Th para a identificacdo de
genes que possam estar associados a suscetibilidade ou protecao na Th, bem como determinacgéo

da frequéncia alélica de HLA-ABDR e TNFA, na populacédo selecionada para este estudo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.  Aspectos gerais e cenario epidemioldgico da tuberculose

A tuberculose (Th) tem como agente etioldgico o bacilo da espécie Mycobacterium
tuberculosis, membro do CMTB, composto também pelas espécies M. bovis, M. pinnipedii, M.
caprae, M. africanum e M. microti. Destas, a mais frequente & M. tuberculosis. As espécies do
CMTB possuem grande similaridade genética, mas elas diferem com relagdo ao hospedeiro, a
distribuicdo geografica e a patogenicidade (Brasil, 2022).

A espécie M. tuberculosis é um patdgeno que vem evoluindo com a espécie humana ao
longo da histdria. Ha diferentes estimativas para o tempo de surgimento, porém uma das origens
provaveis indica um gargalo ocorrido h4 70 mil anos, condizente com a grande migragdo de
humanos para fora da Africa; outro estudo aponta o possivel surgimento ha menos de 6.000
anos (Sabin et al., 2020). Apesar disso, a espécie M. tuberculosis foi descrita por Robert Koch
apenas no ano de 1882, que realizou o isolamento do bacilo e demonstrou que a Th é causada
por um agente infeccioso externo (Cambau e Drancourt, 2014).

Atualmente, existem 7 linhagens filogenéticas de M. tuberculosis altamente adaptadas
aos humanos, associadas a regides geograficas especificas e diferindo em fatores como
viruléncia, aptiddo biol6gica e propensdo a resisténcia a antibioticos. (Nguyen et al., 2018).
Essas linhagens consistem na linhagem 1, conhecida como Indo-Oceanica, que ocorre
principalmente no Oceano indico e Filipinas; linhagem 2 mais distribuida entre paises do Leste
Asiatico; linhagem 3 distribuida pela Africa Oriental, Asia Central e do Sul; linhagem 4,
conhecida como Euro-Americana de ampla distribuicdo, sendo uma das mais frequentes nas
infecgBes humanas é a principal circulante no Brasil, em especial as sub linhagens Latino-
América e Mediterraneo e Haarlem; linhagem 5, também conhecida como M. africanum Oeste
Africano 1 e linhagem 6 conhecida como M. africanum Oeste Africano 2, ligadas a paises da
Africa Ocidental, e a recente descrita linhagem 7 que esta predominantemente ligada a Etiopia
(Brites e Gagneux, 2015; Salvato et al., 2021).

No Brasil, no boletim epidemioldgico publicado em 2023 pelo Ministério da Saude, foi
apontado que a crise social e sanitaria ocorrida com a pandemia da Covid-19 teve grande
impacto negativo na vigilancia, diagnostico e tratamento nos anos de 2020 e 2021, tendo uma
melhora a partir do ano de 2022. Contudo, a exemplo de anos anteriores, o estado do Amazonas
atingiu um coeficiente de incidéncia elevado, com 81,6 casos de Th/100 mil habitantes, atras
apenas de Roraima com 85,7 casos de Th/100 mil habitantes. Na capital Manaus, a situagéo
também é preocupante por apresentar a incidéncia de 113,2 casos de Th/100 mil habitantes, ou
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seja, coeficiente mais elevado entre as capitais do Brasil. O cenério observado reforca a
importancia da retomada dos esfor¢os no combate & Th, frente ao retrocesso das metas globais

para a eliminacédo da Tb (Brasil, 2024a).

2.1.1. Caracteristicas da M. tuberculosis

Sdo bacilos intracelulares facultativos, aerdbicos retos ou ligeiramente curvos e
imodveis, podem crescer em cadeias retas ou ramificadas, nao esporulados, medindo de 1 a 10um
de comprimento e 0,2 a 0,6um de espessura € apresentam caracteristicas alcool-acido resistentes
(Velayati e Farnia, 2012). O crescimento do bacilo da Th em cultivo é lento, levando de 14 a
30 dias, podendo se estender até oito semanas. A parede celular de M. tuberculosis € rica em
lipidios (acidos micdlicos e arabinogalactano), o que Ihe confere baixa permeabilidade, reduz a
efetividade da maioria dos antibioticos (Brasil, 2022).

O envelope celular possui trés componentes estruturais: membrana plasmatica, parede
e capsula. A membrana € composta por lipidios como os glicerofosfolipidios, mas também
possui manosideos de fosfatidilinositol (PIMs), lipomananas (LIMs) e seus derivados como as
lipoarabinomananas (LAMs). A parede celular é constituida principalmente por acidos
micolicos e lipoarabinomanano, como mostra a Figura 1, que sdo acidos de cadeia longa que
formam uma barreira hidrofobica que as torna impermeaveis a coloragdo de Gram e Ihes confere
resisténcia ao processo de lise enzimatica induzidas pelas células do hospedeiro. A cépsula é
composta por polissacarideos e proteinas com vestigios de lipidios. Além disso, essa condicao
fisioldgica exige alta quantidade de oxigénio para o crescimento e desenvolvimento, estando

atrelada a sua afinidade pelo tecido pulmonar (Dulberger et al., 2020).
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Figura 1. a. Esquema transversal demonstrando diferentes camadas do bacilo de M. tuberculosis em divisdo. O
polo antigo da cepa apresenta tamanho maior e crescimento acelerado, enquanto o novo polo apresenta menor
tamanho e crescimento lento. Ambos apresentam septo de divisdo que formara um novo bacilo de diferente
proporcdo. b. Organizacdo de macromoléculas do envelope celular, incluindo proteinas de membrana
caracteristicas de micobactéria.
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Adaptado de Dulberger et al., 2020.

2.1.2. Sintomas e diagnostico da tuberculose

A Tb acomete principalmente os pulmdes, sendo a forma pulmonar da doenca a de maior
contribuicdo para a transmissdo da doenca, mas podendo também ocorrer em diversos tecidos
e sistemas na sua forma extrapulmonar. Os principais sintomas envolvem tosse persistente, seca
ou produtiva, com possivel expectoracdo purulenta ou mucoide, com ou sem sangue, febre
vespertina, sudorese noturna e emagrecimento, que podem ocorrer em qualquer uma das
apresentacbes da Th. Contudo, a forma extrapulmonar pode ainda acarretar sintomas
relacionados ao local de ocorréncia, alem da apresentacdo de sintomas inespecificos (De
Siqueira, 2012; Brasil, 2022).

Em relacdo ao diagnostico laboratorial, este € dado a partir da identificacdo do bacilo
em amostras bioldgicas como: escarro, lavado bronquico, bronco alveolar, gastrico e entre
outros. As amostras necessarias para o diagnostico da Tb extrapulmonar (TbE) podem variar
entre sangue, urina, liquido pleural, cefalorraquidiano e outros, além de secre¢des ganglionares,
nodulares, secrec¢des purulentas de pele, nariz, ouvido, olhos e garganta (Brasil, 2022).
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Para andlise das amostras, podem ser utilizadas técnicas como a baciloscopia, cultura
ou métodos moleculares, como o Teste Rapido Molecular (TRM). A baciloscopia, ou exame
microscopico, consiste na identificacdo de bacilos alcool-acidos resistentes (BAAR) apos a
utilizacdo do método de coloracédo de Ziehl-Neelsen ou Kinyoun, que cora de rosa/vermelho as
micobactérias, contrastando com azul das estruturas celulares e demais microrganismos. A
cultura permite a multiplicacdo e o isolamento de BAAR a partir de uma amostra clinica, em
meios especificos para micobactérias como Lowenstein-Jensen ou Ogawa, detectando a partir
de 10 bacilos/mililitros (mL). Sua alta especificidade e sensibilidade media permite o
diagnostico ndo somente de M. tuberculosis, mas também de micobactérias ndo causadoras de
tuberculose (MNT), sendo considerado o padrdo “ouro” para o diagnostico (Brasil, 2022;
Santos et al., 2020).

O TRM & utilizado no equipamento GeneXpert MTB/RIF Ultra (PCR em tempo real),
conferindo ndo apenas um diagnostico da presenca de M. tuberculosis na amostra, mas também
de resisténcia a rifampicina. Nesse sistema, tanto a extragdo de DNA e a PCR ocorrem
integrados em um Unico cartucho de reacédo, que fornece resultados dentro de 2 horas. Porém,
possui uma limitacdo intrinseca, ndo podendo detectar/identificar as espécies MNT em casos
suspeitos de micobacterioses. Ha& ainda outros exames que podem auxiliar no diagndstico
inicial, como raios-x e tomografia (Silva Jr., 2004; Lima et al., 2017).

Outros testes auxiliares, mais comuns para o diagndstico da infeccdo latente por Th sdo
o teste tuberculinico intradérmico também conhecido como PPD (Purified Protein Derivative)
e 0 ensaio de liberacdo de interferon gama (IGRA/Interferon-gamma release assay), que se
baseiam na evidéncia da resposta imune celular aos antigenos micobacterianos (Lee et al.,
2022). O teste de PPD contém a proteina tuberculina de baixo peso molecular purificada sendo
aplicado via intradérmica. Uma limitacdo deste teste € sua capacidade de identificar apenas uma
historia de resposta imune contra o bacilo em vez de uma infecgédo latente propriamente dita,
além de estar sujeito a uma resposta cruzada, nao distinguindo entre a resposta a uma vacina
contra Th aplicada anteriormente ou outras micobacterioses. Este teste é interpretado a partir
da identificacdo de uma resposta de hipersensibilidade tardia (tipo 1V), devendo ser lido entre
48 e 72h apos a aplicacdo e observando-se no local da inje¢do hé eritema e enrijecimento (Pahal
et al., 2023).

O teste de IGRA mede as respostas in vitro de linfocitos T ou células mononucleares do
sangue periférico (PBMCs) através da liberacdo de IFN-y, ocasionado pela estimulagdo com
antigenos de M. tuberculosis que ndo sdo encontrados na vacina Bacillus Calmette—Guérin

(BCG) e na maioria das micobactérias ndo causadoras de tuberculose (MNT). Tais como
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peptideos do antigeno RD1 do genoma da M. tuberculosis, o alvo antigénico secretado
precocemente 6 (ESAT-6) e a proteina filtrada de cultura 10 (CFP-10), tendo, portanto, a
especificidade maior que a do PPD.

Comercialmente, ha dois modelos de teste disponiveis, o Quantiferon-TB (QTF-TB)
gold test, baseado em ensaio imunoenziméatico (ELISA/enzyme-linked immunoabsorbent
assay) e o T-SPOT.TB, baseado em ensaio de imunoabsorcdo enzimética (ELISPOT/enzyme-
linked immunoabsorbent spot) (Diel et al., 2009; Ruhwald et al., 2017). Contudo, os resultados
podem ser afetados pelas condi¢des do individuo no momento da coleta, principalmente, as que
atingem a regulacéo imunoldgica. O teste do IGRA foi realizado em pacientes hospitalizados
com Covid-19 para descartar a infeccdo latente da tuberculose (ILTB) antes de prescrever
tratamentos anti-inflamatorios e imunossupressores, mas isso nao foi sistematico. Ha relatos de
uma taxa alta e inesperada de resultados indeterminados em pacientes com Covid-19 com

doenca pulmonar grave (Granozzi et al., 2022).

2.1.3. Prevencao e tratamento da tuberculose

A prevencao contra Th grave é feita através da vacinagdo na infancia com a BCG, uma
vacina essencial do calendario de imunizacdo e a mais utilizada no mundo. Estudos de
metanalise indicam que a BCG confere protecdo contra a infeccéo e o desenvolvimento de Tb
ativa e principalmente contra as formas mais graves (meningite tuberculosa e Th miliar),
quando comparado entre criancas vacinadas e ndo vacinadas (Mangtani et al., 2014). Porém a
protecdo se mostra variavel em adolescentes e adultos, podendo gerar 0 a 80% de protecdo de
acordo com a cepa utilizada na vacina. 1sso porque a BCG nao é mais uma vacina Unica, tendo
a cepa original sofrido variacdes genéticas em sua reproducédo laboratorial que originaram 0s
quatro grupos de cepas atenuadas atuais, diferindo nos perfis de imunogenicidade e de reacdes
adversas. Outros fatores como genética do hospedeiro e contato prévio com micobactérias
ambientais que podem conferir uma protecdo subjacente contra o M. tuberculosis, e estdo
relacionados a possivel variacdo da efetividade da vacina na vida adulta (Lobo et al.,2021).

A estratégia para tratamento da Tb inclui farmacos como a isoniazida, rifampicina,
pirazinamida e etambutol nos dois primeiros meses, seguido do uso da rifampicina e isoniazida
nos quatro meses seguintes. Embora esse tratamento seja eficaz, sua aplicagédo representa um
grande desafio. O longo periodo de tratamento muitas vezes leva os individuos a interromperem
0 manejo dos medicamentos, aumentando as chances de falha da terapia e de gerar cepas de Th
multirresistentes (TBMR) e/ou extensivamente resistente (TBER). Em 2019, foi aprovado o

primeiro regime de 6 meses para o tratamento dessas formas resistentes de Th, compreendendo
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apenas trés medicamentos com dois novos mecanismos de acdo: bedaquilina, pretomanida e
linezolida. No entanto, sdo necessarios tratamentos mais curtos e bem tolerados para todas as

populacgdes de individuos (Brasil, 2022; Dartois e Rubin, 2022).

2.2. Resposta imunoldgica contra Mycobacterium tuberculosis

A resposta imune contra M. tuberculosis ocorre ap6s o primeiro contato com os bacilos
liberados por individuos com tuberculose pulmonar (TbP) (forma mais bacilifera e comum da
Thb ativa), estando contidos em goticulas ou aerossois que podem ser liberados ao tossir, espirrar
e falar e que podem continuar viaveis por cerca de 6 horas (Lee, 2016).

A entrada de M. tuberculosis ocorre primeiro pelo nariz ou boca, encontra células nas

vias aéreas superiores e, posteriormente, passa para 0 pulmao distal para chegar ao espaco
alveolar. Para que a infeccdo primaria ocorra, € necessario que o patdégeno ultrapasse barreiras

fisicas e quimicas. Um exemplo sdo as células epiteliais da mucosa que liberam substancias
antimicrobianas, como as células M (Microfold cells), encontradas no tecido linfoide associado
a mucosa (MALT) ou tecido linfoide associado aos brénquios (BALT), responsaveis também
por ingerir e transitar antigenos estranhos (Nair et al., 2016). Outras células especializadas
presentes nos alvéolos como macrofagos alveolares, células dendriticas (DCs) intersticiais e
células epitelioides tipo Il também podem exercer papel de protecdo, bem como ser uma rota
de infeccdo primaria caso ndo sejam capazes de eliminar o bacilo de M. tuberculosis (Rahlwe
etal., 2023).

Nos estagios iniciais da infeccdo pelo bacilo da Th, os macréfagos alveolares exercem
um papel de destaque. Uma vez que os macrofagos reconhecem e fagocitam M. tuberculosis,
comecam a produzir espécies reativas de oxigénio (ROS/Reactive oxigen species) e de
nitrogénio (RNS/Reactive nitrogen species) citocinas pré-inflamatorias como TNF-a, IL-1a,
IL-1B, IL-6, IFN-y além de quimiocinas como CCL2, CXCL5 e CXCLS8. Por intermédio desses
componentes outras células imunes sdo recrutadas para o local de infeccdo, incluindo
neutréfilos, mondcitos, macréfagos, CDs e células Natural Killer (NK) que sdo importantes na
formagéo inicial do granuloma. Porém, nos primeiros dias pos-infeccdo, os macréfagos
alveolares sdo também as principais células de infeccao e replicacdo de M. tuberculosis (Aiello
et al., 2023; Rodrigues et al., 2020).

Os neutrdfilos, por sua vez, fornecem um ambiente de vida curta para o bacilo da Th em
comparacdo com os macrofagos. Os neutrofilos sdo capazes de liberar diversos peptideos

antimicrobianos e ROS que sdo mantidos em diferentes granulos (Dallenga e Schaible, 2016).
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As NKs sdo uma linhagem distinta de células que compdem a imunidade inata, ndo sao restritas
ao complexo de histocompatibilidade (MHC) e possuem varios mecanismos de citotoxicidade
como granulos contendo perforina, granulisina, granzimas e receptores que podem iniciar a
apoptose (Allen et al., 2015).

As células do sistema imune inato reconhecem estruturas altamente conservadas
também denominadas padrdes moleculares associados ao patégeno (PAMPs) através dos seus
receptores de reconhecimento padrdo (PRRS). Através desses receptores, as células
apresentadoras de antigenos (APCs) profissionais (macrofagos, células dendriticas e linfocitos
B) séo capazes de detectar a presenca da M. tuberculosis por PAMPs como acidos micolicos,
lipopeptideos e ESAT-6 (Liu et al. 2017). Ao amadurecerem as APCs podem migrar aos
linfonodos para expressar citocinas que auxiliam a maturacdo e ativacdo de células, proteinas
do MHC, também conhecido como HLA, ativando células imunes de resposta adaptativa.
(Rodrigues et al., 2020).

Existem uma variedade de receptores inatos que atuam na resposta imune contra M.
tuberculosis como os receptores de lectina tipo C (CLRs), capazes de reconhecer carboidratos
da superficie da micobactéria, os receptores tipo NOD (NLRs) que apresentam importantes
componentes de ativagdo do inflamassoma, e receptores scavengers, € 0s mais estudados, séo
os receptores do tipo Toll (TLRs) (Mortaz et al., 2015). O bacilo da Th é inicialmente
reconhecido pelos receptores TLR4 e TLR9, bem como pelos heterodimeros formados pelo
TLR2 com o TLR1 ou com TLR6. A ligacdo de PAMPs a esses receptores ativa multiplas
cascatas de sinalizacdo como a da via dependente e a via independente do gene de resposta
primaria de diferenciacdo mieloide 88 (MyD88) e o dominio de receptor Toll-interleucina 1
(TIR) contendo a proteina adaptadora associada a TIR (TIRAP). Estes induzem a producéo de
citocinas pro-inflamatdrias e IFNs tipo I, através da ativacdo dos genes pré-inflamatoérios TRIF
e TRAM, levando a diversas defesas imunes inatas, como ativacdo de NF-kB, fagocitose,
autofagia, apoptose, piroptose e ativagcdo do inflamassoma (Liu et al., 2017).

O inflamassoma é um importante mediador da resposta imune inata contra
micobactérias, principalmente por possuir diversas vias de ativacdo sendo algumas delas
NLRP1, NLRP3, NAIP/NLRC4, e AIM2 e levar a producdo de IL-1p e IL-18. Ensaios
realizados por De Lima e colaboradores (2016) apontaram que a ativacdo aumentada do
inflamassoma pela via NLRP3, ocasionada pela maior disponibilidade da molécula em certos
individuos, auxilia na resposta contra Th pulmonar ativa.

Esses mecanismos inatos podem, por vezes, ser efetivos e ajudarem a limitar a infeccéo

no seu estagio inicial, eliminando o bacilo, sem ativar a resposta imune adaptativa. Contudo,
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M. tuberculosis possui diversos mecanismos de evasao capazes de manter a infeccdo tais como
inibir a formacdo de fagolisossomo e induzir a morte por necrose em vez de apoptose (Aiello
et al., 2023). Uma vez que a infeccdo continua, a permanéncia do ambiente inflamatorio segue
recrutando células que propiciam a formacdo do granuloma e a ativacdo da imunidade
adaptativa.

E importante ressaltar que a infecgdo causada pelo bacilo da Th é diferente de doenca
ativa, ou seja, um individuo infectado pode nédo apresentar os sinais e sintomas da Th, uma vez
que a infeccdo se refere a presenca de bactérias no corpo, que pode ocorrer de forma sintomatica
na doenca ativa ou de forma assintomética na sua forma latente. Por vezes, a Th primaria em
individuos imunocompetentes é assintomaética, tendo como Unica evidéncia da infeccdo a
visualizacao de granuloma em exames de imagem através da presenca de um pequeno nédulo
pulmonar fibrocalcificado no local da infec¢do, que pode manter microrganismos viaveis em
seu interior por varias décadas (Kumar et al., 2023).

A composicdo de granulomas pode ser diferente entre os individuos, possuindo
caracteristicas histologicas distintas e que progridem de forma independente ao longo do tempo
(MacCraffey et al., 2022). Estudos realizados em modelos animais com o uso da
Mycobacterium marinum em zebrafish, apontou para a formacdo do granuloma envolvendo
duas fases: uma fase inicial imatura e uma fase tardia madura, como demonstrado na Figura 2.
Acredita-se que, da mesma forma em humanos, 0os macrofagos alveolares residentes, em
conjunto com as células epitelioides tipo 11, DCs, neutrofilos e células gigantes multinucleadas
de Langherans sdo as primeiras células a envolver e proteger a micobactéria na area de infeccéo
(Roltgen e Pluschke, 2020; Cohen et al., 2018). Devido a atividade de APCs, a resposta imune
adaptativa é ativada, levando a migracdo e proliferacdo de linfocitos nas margens do granuloma,
podendo também estar revestidos de fibrina para fazer a contencdo do patdgeno. Dependendo
das condicdes do microambiente, os macréfagos podem se tornar células espumosas, levando
a caseificacdo, que auxilia no processo de inflamacdo cronica, dano tecidual, perda de funcéo
pulmonar e disseminagédo do patdgeno uma vez gque ocorra a cavitagdo do granuloma (Guerrini
etal., 2018).
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Figura 2. Modelo de formacéo de granuloma em zebrafish com infeccdo por Mycobacterium marinum, que causa
a formagdo granulomatosa semelhante a M.tuberculosis. (A) O granuloma inato inicial possui bacilos tanto no
meio extracelular, quanto no interior de fagécitos, sua populacao celular é formada primariamente por macréfagos
células epitelioides, células gigantes e neutrdfilos. (B) O granuloma maduro, por sua vez, conta com células da
imunidade inata e adaptativa, (linfécitos B e T) podendo ocorrer o posterior acimulo de lipideos que geram células

espumaosas.
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Adaptado de Réltgen e Pluschke, 2020.

Quando ativada a resposta imune adaptativa, os linfécitos ativados se proliferam em
linhagens especificas para reconhecer antigenos de M. tuberculosis. Os linfocitos T CD4+
tornam-se ent&o a principal fonte de IFN-y, seguido dos linfocitos T CD8+ ¢ linfocitos T com
receptor yo. Sua producdo € essencial para a sobrevivéncia do hospedeiro, uma vez que baixos
niveis dessa citocina ja foram associados a maior gravidade da doenca (De Martino et al.,
2019). Os linfocitos T CD8+ atuam na lise de células infectadas, sendo importante
diferenciador do granuloma tuberculoso, uma vez que sua populacdo é maior na Th em
comparagdo com granulomas que ocorrem em resposta a corpos estranhos e em doencgas
autoimunes, como a sarcoidose (McCaffrey et al., 2022).

Os linfécitos T CD4+ efetores podem ser divididos em pelo menos trés subpopulacdes
distintas sendo elas as células Thl, Th2 e Th17, que sdo altamente especializadas. Sabe-se que
a participagdo da IL-2, IL-17 e IL-23 contribui na resposta e desenvolvimento de células Thl
do hospedeiro contra micobactérias e que as citocinas IL-17, IL-21 e I1L-22 sdo produzidas por
células Th17, que também participam da resposta precoce na Th (Cavalcanti et al., 2012; Ma
et al., 2023). A atividade de células Th2, por sua vez, foi descrita na Th relacionada a producéo
de IL-4, IL-5 e IL-6, para ativacdo de macrofagos, inibicdo de autofagia e indugdo de
degradacdo intracelular de micobactérias (Carabali-Isajar et al., 2023). Porém a produgéo

continua de IFN-y impede a proliferagdo de células Th2, garantindo que as citocinas
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inflamatorias produzidas pelas células Th1l ndo sejam inibidas. Os linfécitos B, por sua vez,
tiveram seu papel pouco estudado, devido a ideia de que infeccdes intracelulares tinham a
resposta imune mediada por células, ndo por anticorpos. Porém, estas células também séo
eficientes APCs e produzem uma ampla gama de citocinas que auxiliam na resposta pro-
inflamatoria, podendo influenciar fortemente na funcdo de outras células imunes (Rijnink et al.,
2021).

O estabelecimento do ambiente pré-inflamatorio, apesar de ser importante, precisa ser
controlado para evitar danos extensivos ao hospedeiro. Numerosas citocinas exercem efeitos
pré ou anti-inflamatérios em doencas e infec¢bes imunomediadas. Consequentemente, M.
tuberculosis é capaz de explorar a sinalizagdo de citocinas do hospedeiro para atuar na sua
proliferacdo e invasdo (Boni et al., 2022). Uma das formas de utilizar a sinalizacdo para
sobrevivéncia € realizar a troca do perfil de células M1 para o perfil anti-inflamatério M2,
Granulomas exaustos de IFN-y passam a produzir altas quantidades de TGF-$ e IL-10, que
auxiliam na troca para M2, esse nicho é também desfavoravel a atividade e proliferacdo de
linfocitos T auxiliares e citotoxicos, porém favoravel para proliferacdo de linfécitos T
reguladores (Tregs) periféricos, que ajudam na producéo de outras citocinas anti-inflamatorias,

estabelecendo um ambiente favoravel ao bacilo da Th, como demonstrado na Figura 3 abaixo.

Figura 3. Citocinas e mediadores envolvidos na resposta Anti-M.tuberculosis e na resposta Pro-M.tuberculosis.
As citocinas e mediadores regulados positivamente sdo mostrados com setas para cima e 0s regulados
negativamente com setas para baixo durante a polarizacdo M1 e M2.
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Adaptado de Ferluga et al., 2020.

Essas variacOes nos perfis de citocinas e celulares apontam que a trajetoria de cada

granuloma varia ao longo de um espectro entre a eliminacdo bacteriana completa e a
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disseminacdo descontrolada. Esta discordancia sugere que a dindmica local da bactéria dentro
do microambiente tecidual do hospedeiro desempenha um papel central na formacédo e
qualidade do granuloma. Com isso, um numero crescente de estudos constatou que a estrutura
do granuloma, funcéo das células imunoldgicas e seus produtos estdo interligadas a infeccédo

por M. tuberculosis (Macffrey et al., 2022).

2.3.  Aspectos imunogenéticos da tuberculose

A Tb é uma doenca multifatorial, tendo alguns agravantes de risco de desenvolvimento
como idade, sexo, nutricdo, tabagismo, etilismo, diabetes, HIV e uso de imunossupressores,
além dos fatores demogréaficos, socioecondmicos e culturais que também se mostram atrelados
a uma maior incidéncia da doenca. Porém, com o avanco das técnicas moleculares, cada vez
mais os fatores imunogenéticos ganharam evidéncia. As variantes em genes do cromossomo 6
relacionados a resposta imune a infec¢do por Th podem ter influéncia na suscetibilidade ou
protecdo contra a doenga e ser varidvel entre familias, etnias ou mesmo regides geograficas
(Alcantara et al., 2012; Harishankar et al., 2018).

A maioria dessas varia¢oes é gerada por um Unico nucleotideo e pode ocorrer em regides
codificantes e ndo codificantes. Alguns SNVs estdo correlacionados com alterac6es fenotipicas
com repercussOes diretas nas doencas humanas. Nas doengas infecciosas, 0s SNVs em genes
que controlam a expressao de citocinas envolvidas na resposta inflamatoria demonstraram forte
influéncia na producdo e niveis plasmaticos das mesmas, modulando a resposta imune do
hospedeiro (Betancourth-Arteaga et al., 2022).

A deteccdo de fatores genéticos associados a atividade de outros componentes imunes
como o HLA, TLRs, NLRs ou mesmo de proteinas citoplasmaticas envolvidas na regulacao e
sinalizacdo desses receptores também é essencial para compreensdo da resposta imune contra a
Th. Estudos imunogenéticos anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstraram uma forte
associacdo entre o alelo HLA-DRB1*04 e a suscetibilidade a Th no Amazonas, especialmente
0 subtipo HLA-DRB1*04:11:01 (Souza de Lima et al., 2016).

Além disso, na meta-analise realizada para o gene PTPN22 (1858C/T), com incluséo de
quatro populacdes diferentes de individuos com Th e controles, sendo que uma das populacées
foi do Amazonas, resultou na associacdo do alelo T (alelo menor) para protecdo a Th (Boechat
et al.,, 2013). Em outro estudo, realizado por nosso grupo de pesquisa, identificou-se a
associagdo do gene de inflamassoma, AIM2 (rs1103577) para protegédo a Th pulmonar, no

modelo dominante (CC vs. CT+TT), sendo que os individuos com gendétipo CC apresentaram
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maior concentragdo da IL-1B no plasma. Ainda neste mesmo estudo, o gene de CTSB
(rs1692816, alelo C) foi associado ao menor risco para a TbE (Figueira et al., 2021).

Esses resultados sugerem que a resposta imune & Tb € influenciada por muiltiplos genes,
incluindo aqueles que codificam moléculas do HLA, receptores de reconhecimento de padrdes
(PRRs) e proteinas envolvidas na regulacdo da resposta inflamatoria. A investigacdo dos varios
genes do hospedeiro se mostrou eficiente para melhorar a compreensao da patogénese da Th e

o0 desenvolvimento de estratégias de tratamento ou profilaticas.

2.3.1. Variantes de nucleotideo unico do gene TNFA

As variantes de nucleotideo Unico ocorrem quando um nucleotideo é alterado na
sequéncia de DNA, sendo o tipo mais comum de variacdo genética e podendo ocorrer de forma
enddgena ou exdgena, com impacto variando de acordo com sua regido de ocorréncia. Os SNVs
também podem mediar a maneira como humanos sdo suscetiveis a doencas ou respondem a
fatores ambientais como bactérias, virus, toxinas, produtos quimicos, medicamentos e
intervencdes terapéuticas (Schleinitz, Distefano e Kovacs, 2011).

O gene TNFA, que expressa a citocina pro-inflamatoria TNF-a, esta localizado na regido
do HLA de classe I11 do cromossomo 6 e demonstra estreita ligagdo com o HLA classe | (HLA-
B) e genes de classe Il (HLA-DR). O TNF-a é produzido principalmente por mondcitos e
macrofagos ativados, e desempenha um importante papel imunoregulador. Destes, 0 TNF-a,
contribui para a patogénese da Tb devido ao seu papel na formacdo e manutencdo de
granulomas, além da sua acdo conjunta com o IFN-y para ativar macrofagos e, assim, impactar
na perpetuacdo da doenca (Sharma et al., 2010).

Niveis elevados de TNF-a foram relatados em individuos com Th em sua fase inicial
quando comparados aqueles com Tb crénica e individuos saudaveis, demonstrando relacdo da
sua producdo com o estado da doenca (Mootoo et al., 2009). J& em estudos realizados por
Tezera et al., (2020), que avaliaram o crescimento de M.tuberculosis em microesferas,
apontaram que a infec¢do induziu o aumento da produgcdo de TNF-a, sendo os niveis de
producdo mais elevados ainda quando feita imunoterapia anti PD-1. Nesse mesmo estudo, 0
excesso de TNF-o foi apontado como a citocina que predominantemente aumentou o
crescimento da micobactéria em comparagdo com outras citocinas. Devido a dualidade dessa
citocina no microambiente da Th, avaliar seus fatores de producdo, funcionais e em especial os
SNVs, que podem diferenciar a producédo entre cada individuo, a depender do seu genétipo, é

fundamental.
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2.3.2. Antigeno Leucocitario Humano

O HLA corresponde ao agrupamento de genes mais variaveis do genoma humano,
estando localizados no brago curto do cromossomo 6, contendo mais de 300 genes. Ele
desempenha um papel essencial para a apresentacdo e reconhecimento de antigenos, atuando
em conjunto com outros genes e pseudogenes presentes na mesma regido, também relacionados
ao sistema imunoldgico (Barquera et al., 2020).

O sistema HLA codifica glicoproteinas da superficie celular capazes de se ligar a
fragmentos peptidicos derivados de proteinas de patdgenos, exibindo esses fragmentos na
superficie celular para apresentacéo as células efetoras imunes. Os genes do HLA sdo divididos
em duas subfamilias principais, as classes I e 11. Os genes de classe | sdo subdivididos em genes
de classe la classicos A, B e C, e os genes de classe Ib, ndo cléssicos E, F e G (Jeffery e
Bangham, 2000). Os de classe 11, por sua vez, sdo compostos pelos genes classicos DR, DQ e
DP e os ndo classicos DM e DO. Devido a diferencas nas vias de apresentacdo de antigenos, 0s
genes de classe | estdo associados a apresentacdo de antigenos intracelulares para células T CD8
e os de classe Il, a antigenos extracelulares para células TCD4 (Crux e Ehali, 2017).

Entre as regiGes dos genes de classe | e I, estdo contidos ainda os genes de classe |11
que, apesar de ndo expressar nenhum fator conhecido que esteja associado com o processo de
apresentacdo de antigenos, contém genes de importantes fatores do sistema complemento como
C2, C4 e fator B, além dos genes TNFA, LTA e LTB que expressam importantes componentes
imunes (Figura 4). Além disso, também estdo relacionados a presenca de genes que atuam em
atividades celulares importantes como regulacdo de transcri¢do, transporte de elétrons,

biossintese e outros (Shiina, Inoko e Kulski, 2004).
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Figura 4. Organizacéao dos genes de HLA ao longo do cromossomo 6. Teldémero; braco curto; brago longo;
centrdmero.
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Adaptado de Crux e Ehali, 2017.

Uma das razGes para a hipervariabilidade é a pressdo seletiva causada por alta
diversidade de patdégenos em contato com popula¢Ges humanas, uma vez que individuos com
mais variacdo neste complexo genético tendem a ter maior aptiddo contra diferentes patégenos,
pela capacidade de apresentar mais antigenos as células T, fazendo com que mais alelos de
HLA persistam na populacdo. Outros fatores como a distancia geografica e densidade
populacional, também sdo considerados essenciais para a diversidade (Prugnolle et al., 2005;
Spurgin e Richardson, 2010).

A variagdo no HLA também pode influenciar no repertério de ligacdo da
molécula. Certos alelos sdo considerados promiscuos e podem se ligar a uma gama consideravel
de peptideos de epitopos (Manczinger et al., 2019). Isso faz com que seja possivel observar
diferentes associacdes com doencas relacionadas a um mesmo alelo. Alguns exemplos sdo a
relacdo observada entre o alelo HLA-B*39 encontrado em individuos com Tb, doenca de
Chagas e complicagdes osteoarticulares devido a brucelose, os alelos DRB1*03, *07 e *15 que
predispdem a sarcoidose e protegem contra a Th, e o alelo DRB1*04 que predispde a Tb e
protege contra a sarcoidose (Lorente et al., 2021; Dawkins et al., 2022).

Em humanos, os loci classicos de HLA classe | estdo presentes como glicoproteinas
transmembrana na superficie de quase todas as células nucleadas. Essas moléculas apresentam
antigenos proprios ou nao préprios intracelulares para receptores de células T CD8 e receptores
semelhantes a imunoglobulina de células NKs (KIR). Sua estrutura consiste em duas cadeias
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polipeptidicas heterodiméricas, sendo uma cadeia pesada e uma cadeia de £ 2-microglobulina
mais leve. A cadeia possui trés dominios extracelulares (al, a2 e a3), uma regido
transmembrana e uma cauda citoplasmatica C-terminal. Os dois dominios, ol e a2, dobram-se
para formar um sulco de ligacdo ao peptideo e sdo chamados de regido de reconhecimento. A
cadeia £ 2-microglobulina esta associada principalmente ao dominio 3 e é responsavel pela
estabilidade do HLA (Medhasi e Chantratita, 2022).

Os trés loci de HLA classe Il, por sua vez, codificam proteinas heterodiméricas
compostas por uma cadeia o € uma cadeia f que formam juntas uma proteina de membrana tipo
1, com dois dominios extracelulares bem definidos (al, a2, Bl e B2), uma extensdo
intramembranosa, € um curto trecho citoplasmatico. A funcdo de ligacdo e apresentacdo do
antigeno reside no dominio alfl combinado, formado pelo entrelacamento das cadeias
polipeptidicas dos respectivos dominios, resultando em um sulco peptidico de ligacdo ao
antigeno (Figura 5). Os dominios a2 e B2 sdo semelhantes a imunoglobulina e estdo
supostamente envolvidos em fungbes complementares e efetoras das moléculas do HLA de
classe 1, tais como a ligacdo ao CD4 e outras possiveis funcdes que ainda vem sendo estudadas,
como ligacdo através de uma alca RGD (no caso de certos alelos HLA-DQ) e possivel interacdo

com tetraspaninas (TSPANS) especificas (Bondinas et al., 2007).

Figura 5. Estrutura das moléculas de HLA classe | e I1.
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Adaptado de Medhasi e Chantratita, 2022.

Quanto a nomenclatura para fatores do sistema HLA, inicialmente foi definida pela
OMS no Relatério de Nomenclatura de 1987. Com isso, foi estabelecida a convencao de se usar
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um cddigo de 4 digitos para distinguir os alelos de HLA, a posic¢do dos alelos e as proteinas que
codificam. Mais a frente, durante o 15° Workshop Internacional de Histocompatibilidade,
ocorrido em 2008, novas regras foram atribuidas e seguem sendo implementadas até 0 momento
(Robinson et al., 2020).

De acordo com o que foi proposto, os dois primeiros digitos descrevem a familia de
alelos, esta muitas vezes corresponde também ao antigeno sorologico transportado pelo al6tipo.
O terceiro e quarto digitos se referem a ordem que a sequéncia génica foi determinada, ou seja,
a especificidade do alelo. Os alelos, que se diferenciam nos quatro primeiros digitos, diferem
também na sequéncia de aminoécidos da proteina codificada. Alelos diferenciados por
substituicdes de nucleotideos sinénimos dentro da sequéncia codificadora, podem ser
identificados e diferenciados pelo quinto e sexto digito. Por fim, variantes da sequéncia nos
introns ou regides ndo traduzidas 5’ e 3’ que flanqueiam éxons e introns sdo diferenciados pelo
uso do sétimo e oitavo digito. Além do codigo numérico especifico, ha sufixos opcionais que
podem indicar o status de expressao do alelo (N - nulo; L - baixa expressdo; S - proteina
secretada; C - proteina do citoplasma; A - expressao anormal (Robinson et al., 2020; Torres e
Moraes, 2011; Marsh et al., 2010), permitindo, dessa forma, ndo apenas diferenciar os alelos,

mas também informar caracteristicas moleculares importantes), como mostra a Figura 6.

Figura 6. Elementos da nomenclatura de alelos de HLA.
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Torres e Moraes, 2011.
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3. JUSTIFICATIVA

A tuberculose (Tb), causada por Mycobacterium tuberculosis, é endémica no estado do
Amazonas. Na serie historica dos coeficientes de incidéncia no Brasil, entre 2013 e 2023, o
Amazonas foi detentor de indicadores mais elevados do Pais, com incidéncias entre 66,9 e 86,3
casos de Th/100 mil habitantes (Brasil, 2024b). Dados preocupantes que mostram a necessidade
de atencdo e estudos continuos sobre Th na nossa regido.

Os fatores genéticos e imunoldgicos do hospedeiro sdo essenciais para a compreensdo
da complexa rede de respostas contra o bacilo da Th e, consequentemente, para diferentes
evolugdes clinicas da doenca. A forma clinica mais frequente da Tb é a pulmonar, sendo a
responsavel pela transmissdo e manutencdo do ciclo de transmissdo da Th. No entanto, as
formas extrapulmonares também merecem atencao especial, pois sdo igualmente importantes e
preocupantes. Estima-se que a partir da exposicéo ao bacilo da Th, aproximadamente 30% dos
individuos tornam-se infectados, e destes mais de 90% conseguem controlar a infec¢do e menos
de 10% desenvolvem a doenca (Lobue et al., 2010; Shaler et al., 2012). Esta estimativa indica
que, além dos fatores ja conhecidos como as condi¢des sociais, econdmicas, nutricionais,
ambientais e tempo de contato como individuo com Tb, o “status” imunoldgico do hospedeiro
é um fator fundamental associado ao desenvolvimento da doenca.

Ha vérias evidéncias indicando que variacBes genéticas do hospedeiro contribuem de
forma relevante na evolucdo da resposta contra o bacilo da Th, M. tuberculosis (Bellamy, 1998;
Hill, 2001; Goldfeld, 2004; Hill, 2006; El Baghdadi et al., 2013). Nesse contexto, os alelos de
HLA (Human Leukocyte Antigen) e de TNFA continuam sendo alvos de investigacdo de varias
doencas, inclusive na Th. Este fato deve-se as funcdes importantes que as moléculas de HLA e
TNF-a exercem nas respostas imunoldgicas aos patogenos.

Finalmente, a principal proposta desse projeto foi investigar a distribui¢do dos alelos de
HLA classe | (A e B) e classe Il (DR) e das variantes de nucleotideo Unico (SNV- Single
Nucleotide Variant) de TNFA (rs1799964 e rs1800610) com enfoque nos individuos com Tb,
0s quais provavelmente devem estar associados na evolucdo ou direcionamento para as

diferentes formas clinicas da Th.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo Geral

Investigar os alelos de HLA classe | e II (ABDR), bem como variantes do gene TNFA

em individuos com tuberculose (Th).

4.2.  Objetivos Especificos

Estimar a frequéncia dos alelos de HLA classe | e Il (ABDR) e dos SNVs de TNFA
(rs1799964 e rs1800610) em individuos com Tb e grupo controle.

Avaliar se existe associacao entre os alelos e haplotipos dos SNVs de TNFA e alelos de
HLA-ABDR com Tb.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Fluxograma de atividades
Figura 6. Fluxograma de atividades do projeto.
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5.2. Tipo de estudo
Este é um estudo de caso-controle, prospectivo que avaliou os alelos de HLA classe | e

Il (ABDR) e variantes do gene TNFA em individuos com Th e em grupo controle (contatos).

5.3.  Populacédo de estudo

Individuos oriundos do estado do Amazonas, de ambos 0s sexos, com idade entre 18 e
65 anos residentes em Manaus ou em outros municipios da regido Norte. Dentre estes, foram
incluidos os com tuberculose pulmonar (ThP), os com tuberculose extrapulmonar (TbE) e os
contatos (controles). Os contatos foram os acompanhantes dos individuos com Th, que
convivem com eles e/ou funcionarios da Policlinica Cardoso Fontes que atendem os individuos
com Th. Os participantes acometidos por ThP e/ou ThE apresentaram resultados positivos para
0 Teste Rapido Molecular (TRM, GeneXpert MTB/RIF) e/ou BAAR positivos.

54. Local
Os individuos acometidos por Th foram recrutados na Policlinica Cardoso Fontes,

situada na cidade de Manaus. Os controles foram recrutados na Policlinica Cardoso Fontes ou

no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Amazonas (ICB-UFAM).

5.5. Célculo amostral

A escolha dos SNVs de TNFA foi baseada nas frequéncias das variantes de nucleotideo
unico de aproximadamente 10% da populacdo global segundo a plataforma Ensembl
(https://www.ensembl.org/). Para a realizacdo do célculo amostral foi utilizado o programa
Gpower versédo 3.1, o valor de a= 0,05 (5%), B = 0,1 (10%), poder da amostra de 0,95. O
resultado do nimero amostral foi de 404 individuos com Tb e 404 controles.

Para a avaliacdo da frequéncia alélica do HLA, foram utilizados os mesmos parametros
no Gpower (o= 0,05 (5%), B = 0,1 (10%), poder da amostra de 0,95 e tamanho de efeito 0,5),

obtendo-se tamanho amostral de 105 individuos com Th e 105 controles.

5.6.  Aspectos éticos

Este projeto esta vinculado a um projeto maior, sob o titulo: “Avaliacdo de
polimorfismos genéticos relacionados a resposta imunologica na tuberculose”, aprovado pelo
Comité de ética em pesquisa CEP/UFAM, aprovado em 12/07/2023. CAAE:
19021519.9.0000.5020; N°. do Parecer: 6.178.672 (Anexo 1).
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5.7. Critérios de inclusdo

Grupo 1: Individuos com idade entre 18 e 65 anos, de ambos 0s sexos e recém
diagnosticados para Th, com resultados positivos para um dos seguintes exames: baciloscopia
direta, TRM ou cultura para micobactérias, com resultado positivo para a presenca de M.

tuberculosis.

Grupo 2: Contatos, com idade entre 18 e 65 anos, de ambos 0s sexos, sem sinais clinicos
da doenca, aparentemente saudaveis e que convivem regularmente com os individuos com Tb,

que apesar de terem sido expostos aos bacilos da Th, ndo relataram ter desenvolvido a doenca.

5.8.  Critérios de exclusao

Nos grupos estudados, os individuos que apresentaram: cancer, hepatites virais e
doencas autoimunes, bem como os individuos que convivem com AIDS/HIV, gestantes,
transplantados ou que estivessem fazendo uso de imunoregulador foram excluidos do projeto.

Também foram excluidos individuos que tiveram resultados de cultura com
identificacdo de micobactérias ndo causadoras de Th (MNT) e contatos, que no decorrer do
projeto, apresentaram sintomas respiratorios e/ou resultados da baciloscopia e/ou cultivo

positivos para M. tuberculosis ou outras micobacterioses.

5.9.  Amostras bioldgicas

As amostras biol6gicas consistiram em escarro e sangue, havendo a obtencéo de 1 frasco
com aproximadamente 1 a 2 mL de escarro e/ou de sangue total coletando aproximadamente 3
a 5 mL em tubos contendo EDTA. Essas amostras foram coletadas em locais apropriados para
cada tipo de amostra clinica, respectivamente, da Policlinica Cardoso Fontes, sendo analisadas
por exames rotineiros. As coletas foram realizadas apds consentimento dos individuos
acometidos por Th e contatos, mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre
Esclarecido (TCLE).

As amostras de escarro foram encaminhadas ao laboratério de Micobacteriologia do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazobnia (INPA) e, as amostras de sangue foram
encaminhadas ao Laboratorio de Imunologia Molecular (LIM) do ICB-UFAM. As amostras de
sangue no LIM foram registradas e codificadas e, na sequéncia, foram separados os plasmas
em pelo menos 5 aliquotas e armazenados em freezer até 0 momento do uso para avaliagdo da
concentragdo de citocinas, caso necessario. Do restante da amostra de sangue, foi coletada a

camada de leucacitos (buffy coat) que € utilizada no processo de extracdo do DNA.
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5.10. Exames bacterioldgicos
As amostras de escarro foram submetidas a exames de microscopia, pela técnica de

baciloscopia direta (Brasil, 2023a) ou baciloscopia pds-concentragdo (Salem et al., 1990) e o
cultivo foi feito pelo método de PKO (Petroff, Kudoh e Ogawa) (Salem et al., 2007) na
Policlinica Cardoso Fontes e/ou no Laboratério de Micobacteriologia do INPA, a fim de se

identificar as micobacteérias isoladas e permitir seu armazenamento.

5.11. Extracdo de DNA e Genotipagem de HLA

A extracdo de DNA foi feita pelo método descrito por Gustincich et al. (1991) com
modificacdes (DTAB/CTAB). Apds a extracdo, as amostras de DNA foram diluidas (1:10),
quantificadas por espectrofotometria no Laboratorio de Micobacteriologia, localizado no INPA.
Apos a quantificacdo, as amostras foram padronizadas na concentracéo de uso para realizacdo
dos experimentos e armazenadas na temperatura de -20°C, até 0 momento de uso.

A partir do DNA extraido, foi realizada a genotipagem genérica de HLA classe | e Il
(ABDR) por Sequence Specific Primer (SSP), de acordo com o fornecedor do kit de HLA One
Lambda Inc. Esse kit oferece a possibilidade de identificar alelos de HLA classe | (HLA-A,
HLA-B) e classe Il (HLA-DR). A concentragéo utilizada de DNA foi de 100ng/uL. As condigdes
de amplificagdo estdo descritas no Quadro 1. Os produtos amplificados foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose (2,5%), o corante utilizado foi 0 SYBR Green e visualizado no
transiluminador de luz azul, conforme Figura 7. O controle interno de amplificacdo foi o gene

da beta globina.

Quadro 1. EspecificacGes da PCR para HLA.

Estagios Condicbes de termociclagem
1 96 °C por 2 minuto e 10 segundos; 63 °C por 1 minuto (1 ciclo)
2 96 °C por 10 segundos; 63 °C por 1 minuto (9 ciclos)
3 96 °C por 10 segundos; 59 °C por 50 segundos; 72 °C por 30 segundos (20 ciclos)
4 “Hold” 4 °C
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Figura 7. A. Produtos da PCR em gel de agarose a 2,5%, coradas com SYBR GREEN® visualizadas em
transluminador de luz azul. B. Produtos da PCR da mesma amostra de DNA humano, registro em preto e branco.

Fonte: Arquivo pessoal.

5.12. Genotipagem de TNFA por gPCR

O ensaio de gPCR utilizou de sondas TagMan para genotipagem de SNVs selecionados
para o gene TNFA, em equipamento QuantStudio 3 Real-Time PCR (Applied Biosystem). Essa
técnica é baseada no uso de sondas fluorescentes de hidrolise contendo sequéncias de ligacédo
alelo-especificas que permitem caracterizar um alelo para um SNV especifico em cada
individuo.

Para isso, as sondas selecionadas para cada SNV do gene foram preparadas para a
reacdo, com adicdo dos reagentes TagMan Genotyping Master mix composto por dNTPs
(desoxirribonucleotideos trifosfatos), tampdo, enzima DNA polimerase e 0 ROX (referéncia
passiva responsavel por conferir uma referéncia interna para reacdo necessaria para corrigir
variacdes de fluorescéncia devido mudancgas de concentra¢do e/ou volume causadas pela
variagdo de pipetagem), DNA e dgua ultrapura para completar o volume final de 11uL na

concentracéo e quantidade do Quadro 2, segundo recomendacdes do fabricante.
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Quadro 2.

Reagentes da qPCR para genotipagem.

Reagentes Concentracao Quantidade utilizada em
utilizada 1 reacéo (uL)
TagMan Genotyping 1X 5
Master mix 2X
Sonda 20X 0,5X 0,5
DNA 50ng/ul 1
Agua ultrapura 1X 45
Volume total - 11

Para cada microplaca de reacdo, foram incluidos um controle negativo e trés controles

positivos, sendo um para cada alelo homozigoto (referéncia e variante) e um para o alelo

heterozigoto. Os controles positivos foram trés amostras de DNA previamente analisados, a fim

de possibilitar uma maior confiabilidade dos resultados. O controle negativo foi composto dos

regentes descritos anteriormente, porém, sem a adicdo de DNA, para garantir que ndo houve

contaminacdo das amostras analisadas. A reacéo foi entdo realizada em placas de 96 pogos.

As caracteristicas das sondas alelo-especificas sintetizadas pela Thermo Fisher

Scientific que foram utilizadas para os ensaios de genotipagem por gPCR e as condicOes de

amplificacdo estdo apresentadas nos quadros abaixo (Quadros 3 e 4, respectivamente).

Quadro 3. Dados das sondas para TNFA.

Gene ID SNV Localizacao Sequéncia da sonda Alelo Tipo de ID ensaio MAF
cromossomica 5’-[VIC/FAM] -3’ REF>Alelo variante Global
VAR
TNFA | 131799964 6:31574531 GGAAGCAAAGGAG T>C substituicdo | C_ 7514 | C:0,20
AAGCTGAGAAGA de transi¢do | 871 10
[C/TIGAAGGAAAA
GTCAGGGTCTGGA
GGG
TNFA | 131800610 6:31576050 TAGGGAGGGATGG G>A substituicdo | C_ 11918 | A:0,10
AGAGAAAAAAAC de transigdo 224 10
[G/A]ITGGAGAAAG
ACGGGGATGCAGA
AAG

Legenda: ID SNV: Identificagdo da variante de nucleotideo Unico; alelo REF: alelo referente; alelo VAR: alelo
variante; ID ensaio: identificagdo disponivel na Thermo Fisher Scientific.
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Quadro 4. Parametros de termociclagem para qPCR.

Estagios Condicbes de termociclagem
Hold stage 95 °C por 10 minutos (1 ciclo)
PCR stage 95 °C por 15 segundos (50 ciclos)
PCR stage 60 °C por 1 minuto (50 ciclos)
Post-read stage 60 °C por 30 segundos (1 ciclo)

O programa QuantStudio Design & Analysis Software versao 1.5.0 foi utilizado para
interpretacdo dos resultados conforme a curva de amplificacdo gerada para identificar os
genotipos. Os gendtipos foram classificados como homozigoto para o alelo de referéncia,
homozigoto para o alelo variante ou heterozigoto. As curvas de amplificacdo obtidas a partir
das genotipagens por gPCR para 0s SNVs rs1799964 e rs1800610 do gene TNFA estdo

exemplificadas na Figura 8.

Figura 8. Curvas de amplificacdo geradas por gPCR com as amostras de DNA de individuos com Tb e controles
para 0s SNVs de TNFA selecionados.

rs1799964

Amplification Plot Ampification Plot Amplification Plot

rs1800610

Amplification Plot
Amplification Plot Amplification Plot

GG ' AG AA
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5.13. Analise estatistica

A priori, foi realizada uma andlise estatistica descritiva dos dados obtidos nos grupos
controle (contatos) e individuos com Th, considerando as variaveis, idade, sexo, vacinacgao por
BCG, naturalidade, tabagismo e etilismo.

Para anélise dos SNVs, foi utilizado o programa R versdo 4.4.2, pacote SNPassoc,
versdo 1.9-2, para avaliar o Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) na populacdo de estudo e
para as andlises de associacdo de gendtipos. O programa Haploview foi utilizado para avaliar
frequéncia, analise de haplotipos e desequilibrio de ligacao.

A anédlise de associacdo foi realizada em cinco modelos genéticos: codominante,
dominante, recessivo, overdominante e log-additive. Para cada SNV, foi apresentado o melhor
modelo genético segundo os critérios de AIC (Critério de Informacdo de Akaike). Foi adotado
um limiar significativo de p <0,05.

Para analise de alelos, tanto de HLA quanto de SNVs, de forma adicional, o teste x> (qui
quadrado) foi utilizado no programa GrahPadPrism® versdo 10.1.2, a fim de garantir a

confiabilidade dos dados.

5.14. Apoio financeiro

Este projeto teve apoio financeiro da FAPEAM, Programa Amazonidas, Edital N°.
002/2021, Laboratério de Imunologia Molecular (L1M), Laboratorio de Micobacteriologia
do INPA, Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e do
Programa de Pdés-Graduacdo em Imunologia Baéasica e Aplicada da UFAM
(PPGIBA/UFAM).
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Resultadas e Didoussio
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo foram coletadas 981 amostras para os ensaios de gPCR, das quais
913 foram incluidas e 29 amostras foram excluidas durante a execucdo do projeto, por ndo se
enquadraram em um dos critérios estabelecidos para o estudo, por exemplo, ter sido isolado no
cultivo espécies ndo pertencentes as micobactérias do Complexo Mycobacterium tuberculosis
(CMTB). Outras 39 amostras foram excluidas da anélise, nas quais ndo foi possivel obter o
resultado de genotipagem, pois a amplificacdo ndo foi detectada em ambas as sondas
(rs1799964 e rs1800610). Das 913 amostras, 355 correspondem a individuos com Tb pulmonar
(TbP), 86 a Thb extrapulmonar (TbE) (Quadro 5) e 472 controles.

Das amostras, foram realizadas a genotipagem de HLA de 61 pacientes, sendo 51 ThP
e 10 ThE (Quadro 5), além da genotipagem de 87 controles. Devido os genes de HLA serem
codominantes, resultou-se um quantitativo de 122 alelos de pacientes e 174 alelos de controle.

Quadro 5. Formas clinicas de TbE recrutados para analise de SNVs do TNFA e HLA.

Forma clinica TbE SNVs TNFA, n (%) HLA, n (%)
n= 86 n=10
Pleural 60 (70%) 7 (70%)
Ganglionar 20 (23%) 2 (20%)
Outros 6 (7%) 1 (10%)

Devido as amostras TbE serem de quantidade diminuta nas analises de HLA e SNVs,
essas amostras foram agrupadas para analise de associacdo com amostras TbP, formando o
grupo: individuos com Tb. Levou-se em conta que, apesar de a TbE possuir suas
particularidades, todo caso de Th inicia-se pela forma pulmonar.

6.1.  Caracteristicas gerais da populacdo de estudo

As variaveis consideradas para analise foram sexo, idade, naturalidade, vacinagdo por
BCG, tabagismo e etilismo. Os resultados encontrados estdo descritos na Tabela 1. O sexo
masculino foi a maioria no grupo dos individuos com Th, representando 58%. No boletim
epidemioldgico de margo de 2024, publicado pelo Ministério da Saude, 69,2% dos casos de Th
foram do sexo masculino no Brasil, e 63,3% na cidade de Manaus (Brasil, 2024a). Para a
variavel idade, a média foi em torno de 40 anos para os individuos com Th e 32 anos para 0s
controles. A Th pode acometer qualquer pessoa, independente de sexo e idade, porém, a maioria

dos casos ocorrem em homens adultos, numa faixa etéria produtiva de trabalho. Essa proporc¢ao
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é consistente com as evidéncias dos inquéritos de prevaléncia da Th, que mostram que as

lacunas nos casos de deteccado e notificacdo sdo maiores entre os homens (WHO, 2024).
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Tabela 1. Descricdo de caracteristicas avaliadas na populacdo de individuos com Th e grupo controle.

Variaveis Individuos com Tb Controles OR 1C95% Valor-p
Sexo n =438 n =468
Masculino, n (%) 255 (58%) 241 (51%) 1,32 1,01 - 1,71 0,0456
Feminino, n (%) 183 (42%) 227 (49%)
Idade (anos), (M? e (SD")) 40,05+13,30 32,46+11,53 - - <0,0001
Naturalidade n =411 n =300
Manaus, n (%) 220 (54%) 197 (65%)
Outros municipios AM, n (%) 139 (34%) 62 (21%) NA
Outros Estados, n (%) 52 (13%) 41 (14%)
Vacina BCG n =333 n =269
Sim, n (%) 284 (85%) 256 (95%) 0,29 0,15 - 0,55 0,0001
Nao, n (%) 49 (15%) 13 (5%)
Tabagismo n =319 n =269
Sim, n (%) 74 (23%) 30 (11%) 2,32 1,47 - 3,72 0,0003
Nao, n (%) 245 (77%) 239 (89%)
Etilismo n =235 n =247
Sim, n (%) 93 (40%) 55 (23%) 2,24 1,50 - 3,34 <0,0001
Nao, n (%) 142 (60%) 192 (77%)

Legenda: M? = Média; SD® = Standart deviation; AM = Amazonas; NA = N&o avaliado. Para as analises de associacdo do sexo entre os grupos estudados, foi aplicado o teste
de ? (qui quadrado) com correcdo de Yates. Para analise de idade foi utilizado o teste t student ndo paramétrico. Valores de p igual ou inferior a 0,05 (5%) foram considerados

significativos e destacados em negrito, odds ratio (OR) e intervalo de confianca de 95% (1C95%).
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Na varidvel naturalidade, a maioria foi da capital Manaus (54% dos casos e 65% dos
controles), resultado j& esperado, devido ao local de coleta das amostras para esse estudo, bem
como as altas taxas da Th na cidade de Manaus (113,2 casos de Th/100 mil habitantes) (Brasil,
2024a).

Referente a vacinacdo por BCG, a maioria dos individuos foram vacinados (85% dos
casos e 95% dos controles). A BCG pode conferir protecdo, especialmente contra as formas
mais graves da Th em criancas e faz parte do programa de imuniza¢cdo como uma vacina
obrigatoria no Brasil, sendo aplicada em dose Unica na infancia segundo a OMS. Além disso,
tem sido publicado que a vacina por BCG poderia também evitar a progressao de infec¢do para
doenca ativa (Pereira et al., 2007).

Adicionalmente, foi observado que a maioria dos individuos néo relatou habitos como
tabagismo e etilismo (Tabela 1). Sabe-se que o consumo de cigarros, alcool e outros
entorpecentes estd associado a um desfecho desfavordvel nos casos de Th, uma vez que o
consumo altera significativamente a resposta imune, podendo também estar relacionado a danos

ao figado, deficiéncia nutricional, ou a fatores sociais (De Oliveira et al., 2020).

6.2.  Frequéncia e anélise dos alelos de HLA-A, HLA-B e HLA-DRB

Referente a distribuicdo dos alelos de HLA-A, os alelos com frequéncia superior a 10%
no grupo de individuos com Tb (ThP e TbE) foram HLA-A*02, HLA-A*24 e HLA-A*29,
enguanto no grupo controle foram os alelos HLA-A*02 e HLA-A*31 (Figura 9).
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Figura 9. Distribuicédo dos tipos de alelos HLA-A e frequéncias (%) de individuos com Tb e controles.
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As frequéncias de alelo superiores a 20% podem ser consideradas elevadas, visto o
grande polimorfismo existente no sistema HLA. Nesse aspecto, 0 HLA-A*02 se mostrou mais
frequente nas populagdes de estudo, com 26,23% de prevaléncia no grupo Th e 29,31% no
grupo controle. Esse dado é compativel com um estudo que apontou o HLA-A*02 como um
dos alelos mais comuns na populacdo humana, variando de 10-40% de prevaléncia em
diferentes lugares do mundo (Khazei et al., 2007). Foram observadas associagdes significativas
para trés alelos na populacdo de estudo, no qual o alelo HLA-A*29 apresentou possivel
associacdo com a suscetibilidade para Tb (p= 0,0005; OR= 4,31; 1C95%= 1,869 — 9,504). Os
alelos HLA-A*31 e HLA-A*68, por sua vez, apresentaram possivel associacdo com protecdo
(p=0,0002; OR=0,06; 1C95%= 0,0057 — 0,3384; e p=0,0175; OR=0,122; 1C95%= 0,0112 —
0,6990, respectivamente) (Tabela 2).

Em contrapartida, h& possivel associacdo com risco de desenvolvimento de Th em
brasileiros com HIV que apresentaram o alelo HLA-A*31 em um estudo realizado por
Figueiredo e colaboradores em 2008. O HLA-A*68, no entanto, foi associado a protecao contra
a conversdo imune do teste cutaneo de tuberculina (TST) em individuos sul africanos que
tiveram contato domiciliar com Th, mas permaneceram livres da doenca (p= 0,007), o que

sugere um papel protetor contra a infec¢do por Th (Seedat et al., 2021).
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Tabela 2. Frequéncia dos alelos de HLA-A encontrados em individuos com Th (n=61) e controles (n=87) e
resultado da andlise de dados.

Thb Controles Tb vs. Controle
HLA-A* n=61 % n=87 % OR 1C95% Valor-p
A*01 4 3,28 10 5,75 0,555 0,1884 — 1,688 0,410
A*02 32 26,23 51 2931 0,857 0,5156 — 1,435 0,600

A*03 8 6,56 12 6,90 0,947 0,3862 -2,265  >0,999
A*11 2 1,64 9 5,17 0,305 0,0654 — 1,194 0,132
A*23 3 2,46 8 4,60 0,523 0,1478 — 1,747 0,534
A*24 18 14,75 16 9,20 1,709 0,8557 — 3,446 0,144
A*25 1 0,82 0 0,0 +infinito  0,1585 — +infinito 0,412
A*26 1 0,82 3 1,72 0,471 0,0360 — 3,196 0,645
A*29 21 17,21 8 4,60 4,314 1,869 — 9,504 0,0005
A*30 4 3,28 8 4,60 0,703 0,2311-2,274 0,766
A*31 1 0,82 21 12,07 0,0602 0,0057-0,3384 00,0002
A*32 4 2,28 2 1,15 2,915 0,6681 — 15,47 0,233
A*33 0 0,0 5 2,87 0 0,000 - 0,9518 0,079
A*34 0 0,0 3 1,72 0 0,000 - 1,640 0,270
A*36 0 0,0 0 0,0 - - -

A*43 0 0,0 0 0,0 - - -

A*66 0 0,0 2 1,15 0 0,000 — 3,081 0,513
A*68 1 0,82 11 6,32 0,1225 0,0112-0,6990 0,0175
A*69 0 0,0 0 0,0 - - -

A*T4 1 0,82 4 2,30 0,351 0,0285 — 2,159 0,652
A*80 0 0,0 0 0,0 - - -

Blank 21 17,21 1 0,57 35,97 6,367 — 376,2 <0,0001

Total 122 100 174 100
O teste aplicado para esta anélise ¢ o x2 (qui quadrado) com correcéo de Yates ou teste exato de Fisher, dependendo

da natureza dos dados. O valor adotado como significativo foi p igual ou inferior a 0,05 (5%).

Informacdes adicionais: Os genes de HLA sdo codominantes, cada individuo expressara 2 alelos diferentes para
cada tipo de HLA, por isso, o total de alelos é o dobro do nimero de individuos e controles.

A denominagao “Blank” ¢ utilizada quando o segundo alelo néo ¢ identificado, provavelmente pela presenca de
homozigose ou por ser um alelo novo, no qual ndo foi possivel ser identificado com os primers utilizados. Para

identificacdo dos homozigotos, os pais bioldgicos dos participantes teriam que ser genotipados.

Quanto aos alelos do HLA-B, os de frequéncia maior que 10% foram HLA-B*15, HLA-
B*35 no grupo Tb e HLA-B*15, HLA-B*35 e HLA-B*44 no grupo controle (Figura 10).
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Figura 10. Distribuicdo dos alelos de HLA-B e frequéncia (%) entre de individuos com Th e controles.

Alelos de HLA-B em individuos com Tb vs. Controles

20

18

16

D\014

IS

)

[72]

S 12

<@

[

[%2)

g 10

h=]

©

S 8

c

@

=

g 6

LL

4

0 I | ol Tl i1 . |,
N O M F 1N 0O N N DN O O © = N ¥ 0 O © = N M < 1NN 0O N 0 X
© O H H A A4 NMmM N NN F F F FFFN NN NN N NN O NS
* K X Kk XK X K KX KKK K K KX XK XK X XK KX X X X ¥ ¥ @©
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmma

Alelos de HLA-B

ETb ™ Controles

O HLA-B é o que possui a maior quantidade de variaces do sistema HLA. Em um
estudo de analise da distribuicéo de alelos HLA-B em popula¢6es de cinco continentes realizado
por Williams et al. (2001), a maior variacdo foi detectada em amostras brasileiras,
possivelmente, um reflexo de miscigenacdes de grupos étnicos ocorridas no passado.

De fato, os alelos HLA-B*15, HLA-B*35 e HLA-B*44 foram frequentes em um estudo
realizado no Rio de Janeiro em individuos com Th, HIV e com sindrome inflamatoria de
reconstituicdo imune (IRIS) (De Sa et al., 2020). Um dos primeiros estudos de associacdo do
HLA com a Tb identificou o HLA-B*15 associado a suscetibilidade em negros norte-
americanos (Al-Arif et al., 1979) e em outras popula¢es como a Chinesa, enquanto o HLA-
B*35 foi mais frequente em controles no estudo que avaliou a frequéncia dos alelos de classe |
em individuos com TbP da cidade de Baghdad (Manhal, 2009). No entanto, resultados
diferentes foram observados para o alelo HLA-B*35 em outras populagdes estudadas como a
Mexicana, na qual sua frequéncia foi maior em individuos com ThbP (Soto et al., 2007).

O alelo HLA-B*51 também demonstrou associa¢do com a Th, sendo considerado um
importante alvo terapéutico em previsdes de docking por fazer boa ligacdo com o antigeno de
membrana (Rv3083) de M. tuberculosis (Wamala et al., 2015). J4 o HLA-B*44 encontrado
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principalmente em controles foi associado principalmente & protecdo contra M. tuberculosis e

suscetibilidade a artrite de Takayasu (Soto et al., 2007). Ainda assim, ao analisar os alelos HLA-

B na populacéo do presente estudo, associa¢fes ndo foram encontradas.

Nesse estudo, 0 HLA-B*57 foi o mais proximo de alcancar significancia estatistica

(p=0,079), ainda que néo tenha apresentado frequéncia <10%, como consta na Tabela 3. Em

um ensaio realizado na india, o0 HLA-B*57 foi associado & protecéo, estando mais presentes em

mulheres que convivem com HIV e que ndo desenvolveram Tb (p = 0,0046) (Jagannathan et

al., 2011). Este alelo é também capaz de se ligar a epitopos Gag imunodominantes e mutacdes

nesses epitopos virais levardo a replicacdo reduzida do HIV (Raghavan, Alagarasu e Selvaraj,

2012).

Tabela 3. Frequéncia dos alelos de HLA-B encontrados em individuos com Th (n=61) e controles (n=87) e
resultado da anélise de dados.

Controles Tb vs. Controle

HLA-B* n=61 % n=87 % OR 1C95% Valor-p
B*07 4 3,28 5 2,87 1,146 0,3453 - 3,901 >0,999
B*08 5 4,10 6 3,45 1,197 0,4055 — 4,165 0,765
B*13 1 0,82 1 0,57 1,43 0,0767 — 27,30 >0,999
B*14 5 4,10 6 3,45 1,197 0,4055 — 4,165 0,765
B*15 17 13,93 21 12,07 1,18 0,5924 - 2,311 0,724
B*18 4 3,28 4 2,30 1,441 0,4120 - 5,025 0,721
B*27 3 2,46 0 0,0 +infinito 1,247 — +infinito 0,069
B*35 17 13,93 24 13,79 1,012 0,5064 — 2,013 >0,999
B*37 1 0,82 2 1,15 0,710 0,0486 — 6,174 >0,999
B*38 3 2,46 5 2,87 0,852 0,2222 — 3,288 >0,999
B*39 9 7,38 13 7,47 0,986 0,4065 2,434  >0,999
B*40 11 9,02 14 8,05 1,133 0,5191 - 2,523 0,427
B*41 0 0,0 1 0,57 0 0,000 - 12,84 >0,999
B*42 1 0,82 4 2,30 0,351 0,0285 - 2,159 0,652
B*44 8 6,56 20 11,49 0,540 0,2434 - 1,261 0,164
B*45 0 0,0 0 0,0 - - >0,999
B*46 0 0,0 0 0,0 - - >0,999
B*47 0 0,0 0 0,0 - - >0,999
B*48 6 4,92 3 1,72 2,948 0,7611 -10,90 0,168
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B*49 2 1,64 2 1,15 1,433 0,2218 -9,240  >0,999
B*50 1 0,82 3 1,72 0,471 0,0360 — 3,196 0,645
B*51 8 6,56 17 9,77 0,648 0,2840 - 1,473 0,398
B*52 4 3,28 4 2,30 1,441 0,4120 - 5,025 0,721
B*53 0 0,0 3 1,72 0 0,000 — 1,640 0,270
B*54 1 0,82 0 0,0 +infinito  0,1585 — +infinito 0,412
B*55 0 0,0 2 1,15 0 0,000 — 3,687 0,532
B*56 0 0,0 0 0,0 - - >0,999
B*57 0 0,0 5 2,87 0 0,000 — 0,9518 0,079
B*58 2 2,46 5 2,87 0,563 0,1107 — 2,680 0,703
B*59 0 0,0 0 0,0 - - >0,999
B*62 0 0,0 3 1,72 0 0,000 — 1,640 0,270
B*67 0 0,0 0 0,0 - - >0,999
B*73 0 0,0 0 0,0 - - >0,999
B*78 1 0,82 0 0,0 +infinito  0,1585 — +infinito 0,412
B*81 0 0,0 0 0,0 - - >0,999
B*82 0 0,0 0 0,0 - - >0,999
B*83 0 0,0 0 0,0 - - >0,999
Blank 7 5,74 1 0,57 10,53 1,711 -119,3 0,0095

Total 122 100 174 100

O teste aplicado para esta analise € o ¥2 (qui quadrado) com correcdo de Yates ou teste exato de Fisher,
dependendo da natureza dos dados. O valor adotado como significativo foi p igual ou inferior a 0,05 (5%).

Informacdes adicionais: Os genes de HLA sdo codominantes, cada individuo expressara 2 alelos diferentes para
cada tipo de HLA, por isso, o total de alelos € o dobro do nimero de individuos e controles.

A denominagdo “Blank” ¢é utilizada quando o segundo alelo ndo ¢ identificado, provavelmente pela presenca de
homozigose ou por ser um alelo novo, no qual ndo foi possivel ser identificado com os primers utilizados. Para

identificacdo dos homozigotos, os pais bioldgicos dos participantes teriam que ser genotipados.

Dentre os alelos HLA-DR, os mais frequentes (a partir de 10%) no grupo Tb foram HLA-
DRB1*04, HLA-DRB1*08 e HLA-DRB1*13 e, entre os controles, foram os alelos HLA-
DRB1*04, HLA-DRB1*07, HLA-DRB1*08, HLA-DRB1*11 e HLA-DRB1*13. Entre esses
alelos, foi observada frequéncia superior a 20% no alelo HLA-DRB1*04 nos individuos com
Tb (Figura 11).
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Figura 11. Distribuicdo dos alelos de HLA-DRB e frequéncia (%) entre de individuos com Th e controles.
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O HLA-DRB1*04 j& foi relacionado anteriormente com o risco de desenvolver Tb na
populacdo amazonense (OR= 2.94; p=<0.0001) (Souza de Lima et al., 2016). Apesar de ndo
apresentar associacao estatistica significante nesse estudo, o alelo permanece com frequéncia
elevada. Sua relacdo com a Tb também foi observada em uma meta-analise que apontou 0s
alelos HLA-DRB1*04, HLA-DRB1*09, HLA-DRB1*10, HLA-DRB1*11, HLA-DRB1*15 e
HLA-DRB*16 como fatores de risco para o desenvolvimento da Tb, enquanto os alelos HLA-
DRB1*08 e HLA-DRB1*13 ndo tiveram associa¢do detectada, ainda que o HLA-DRB1*08
tenha sido relacionado a suscetibilidade em outros estudos, bem como a uma menor producéo
de IFN-y (Tong et al., 2015; Oliveira-Cortez et al., 2016; Dheenadhayalan et al., 2001.).

O HLA-DRB1*11, apesar de mais frequente nos controles desse estudo, foi também
associado a possivel suscetibilidade a Th em hapl6tipos que continham o alelo em um estudo
realizado na populacdo africana (Lombard et al., 2006). Porém esse alelo foi também
relacionado & incidéncia reduzida de TbP na populagdo asiatica (Li et al., 2015).

Em um estudo de revisdo sistematica e meta-analise em populagdes caucasianas e
asiaticas, o alelo HLA-DRB1*07 indicou uma possivel associacao para protecéo contra TbP (p=
0,03; OR=0,74; 1C95%= 0,56 — 0,97), apesar de perder a associa¢do na analise por subgrupos

e etnias (Oliveira-Cortez et al., 2016).
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Ainda que ndo possua frequéncia superior a 10%, o alelo HLA-DRB1*14 apresentou
nesse estudo possivel associacdo com protecdo (p= 0,027; OR= 0,248; 1C95%= 0,0756 —

0,8162), como apresentado na Tabela 4.

Tabela 4. Frequéncia dos alelos de HLA-DRB encontrados em individuos com Th (n=61) e controles (n=87) e
resultado da andlise de dados.

Tb Controles Tb vs. Controle
HLA-DRB* n=61 % n=87 % OR 1C95% Valor-p
DRB1*01 4 3,28 13 1,47 0,419 0,146 —1,283 0,203
DRB1*03 9 7,38 10 5,75 1,306 0,541 - 3,379 0,633

DRB1*04 27 22,13 26 14,94 1,618 0,877 —-2,998 0,124
DRB1*07 8 6,56 18 10,34 0,608 0,269 — 1,475 0,301
DRB1*08 15 12,30 20 11,49 1,079 0,529 — 2,222 0,856

DRB1*09 6 4,92 2 1,15 4,448 1,067 — 21,89 0,068
DRB1*10 1 0,82 3 1,72 0,4711 0,036 — 3,196 0,645
DRB1*11 8 6,56 23 13,22 0,460 0,211 -1,031 0,082
DRB1*12 2 1,64 1 0,57 2,883 0,373 -42 0,570
DRB1*13 16 13,11 22 12,64 1,043 0,5382 — 2,040 >0,999
DRB1*14 3 2,46 16 9,20 0,248 0,0756 - 0,8162 0,027
DRB1*15 10 8,20 11 6,32 1,323 0,5412 — 3,102 0,646
DRB1*16 5 4,10 9 5,17 0,783 0,2880 — 2,306 0,785

Blank 8 6,56 0 0 +infinito 3,288 — +infinito  0,0007

Total 122 100 174 100
O teste aplicado para esta analise € 0 (2 (qui quadrado) com correcdo de Yates ou teste exato de Fisher, dependendo

da natureza dos dados. O valor adotado como significativo foi p igual ou inferior a 0,05 (5%).

Informacdes adicionais: Os genes de HLA sdo codominantes, cada individuo expressara 2 alelos diferentes para
cada tipo de HLA, por isso, o total de alelos € o dobro do nimero de individuos e controles.

A denominagéo “Blank” ¢ utilizada quando o segundo alelo nio ¢ identificado, provavelmente pela presenca de
homozigose ou por ser um alelo novo, no qual ndo foi possivel ser identificado com os primers utilizados. Para

identificacdo dos homozigotos, os pais bioldgicos dos participantes teriam que ser genotipados.

O HLA-DRB1*14 foi também associado & protecdo ao se analisar marcadores de
predisposicdo genética para Th, HIV-1 e coinfecgdo HIV-1/TB em um estudo de coorte na
Letbnia (Soha et al., 2024). Contudo, ha um estudo na populacéo da Pol6nia que mostra que a
presenca do alelo no haplétipo DRB1*14-DQB1*05 estd associada com o risco para Th

(Dubaniewicz, Moszowska e Szczerkowska, 2005).
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6.3. Resultado da associa¢do dos SNVs de TNFA selecionados
Nas analises de associacdo genética apresentadas, foram realizadas comparacgdes entre

0 grupo de individuos com TbP e TbE (Grupo Tbh) e controles para 0os SNVs rs1799964 e
1800610 presentes no gene TNFA. Através das analises, observou-se que para as duas variantes
as frequéncias genotipicas estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. As frequéncias genotipicas
e alélicas bem como os principais resultados das analises de associacdo dos SNVs selecionados

no melhor modelo genético e apos ajustes de sexo e idade estdo compilados na Tabela 5.
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Tabela 5. Frequéncias genotipicas e alélicas e resultados da analise de associacdo dos SNVs de TNFA selecionados no melhor modelo genético e apds os ajustes com as

variaveis sexo e idade.

Gene Genotipos Tb Controles Tb vs. Controles
ID SNV Alelos n% n%
n=438 n=472 Valor-p OR p adj OR adj
(mod) (95%IC) (mod) (mod)
TT 260 (0,594) 265 (0,561)
CT 146 (0,333) 176 (0,373) 0,212 0,84 0,289 0,85
TNFA CC 32 (0,073) 31 (0,066) (O) (0,64 -1,10) (O) (0,62 - 1,15)
151799964
T 666 (0,761) 706 (0,748) p-EHW=0,1798
C 210 (0,239) 238 (0,252)
GG 299 (0,692) 349 (0,752) 0,029 1,40 0,107 1,31
AG 122 (0,276) 101 (0,218) (0) (1,03 - 1,90) (D) (0,94 - 1,83)
AA 14 (0,032) 14 (0,030)
TNFA
rs1800610 G 720 (0,828) 799 (0,861)
p-EHW=0,1254
A 150 (0,172) 129 (0,139)

Legenda: ID SNV de TNFA: identificacdo da variante de nucleotideo Unico; Th: tuberculose; p-EHW: valor p do Equilibrio de Hardy-Weinberg. Mod: Modelos genéticos. C:
codominante; D: dominante, R: recessivo; O: overdominante; LAdd: Log-Additive. Valores p<0,05 foram considerados significativos e destacados em negrito, odds ratio (OR)

e intervalo de confianca de 95% (1C95%). Valor p adj: valor de p e OR adj: valores ap0s 0s ajustes considerando as variaveis sexo e idade
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Um dado importante fornecido por estudos de associa¢do genética € a frequéncia do
alelo menor (MAF= Minor Allele Frequency), por permitir a visualizagdo de possiveis alelos
raros e/ou frequentes em uma populacdo (NCBI, 2023). O banco de dados Ensembl Genome
avalia dados da populacéo geral, ndo havendo distin¢do de casos e controles. Com isso, 0 alelo
de menor frequéncia para o0 rs1799964, do gene de TNFA, foi o C, com resultado comparavel a
da frequéncia observada nas populacdes das Américas (MAF C= 0,22), especificamente na
subpopulacdo mexicana (MAF C= 0,25). Ao passo que para o rs1800610 o alelo A teve a
frequéncia semelhante a populacdo do Leste Asiatico (MAF A= 0,14) (Tabela 6).

Tabela 6. Comparacdo entre as frequéncias dos alelos dos rs1799964 e rs1800610 de TNFA da populagdo
controle em relacéo as outras populagdes globais.

Populacio de estudo Populacoes globais
Gene Valor  Alelos Controles Global Américas Africa Leste  Europa Sul
ID SNV p-EHW Asiatico Asiatico
TNFA T 0,748 0,78 0,78 0,85 0,80 0,79 0,65
rs1799964  0,8074 C 0,252 0,22 0,22 0,15 0,20 0,21 0,35
TNFA G 0,861 0,90 0,82 0,98 0,86 0,91 0,88
rs1800610  0,0533 A 0,139 0,10 0,18 0,02 0,14 0,09 0,12

Legenda: ID SNV: identificagdo da variante de nucleotideo Unico; p-EHW: valor p do Equilibrio de
HardyWeinberg. Os dados de frequéncia dos alelos Global, das Américas, Africa, Leste Asiatico, Europa e Sul

Asiético foram extraidos do banco de dados do Ensembl Genome: www.ensembl.org

6.3.1. Analise de associacdo do SNV rs1799964 para o gene TNFA

O SNV rs1799964 (-1031T>C) esta presente na regido exdnica do gene. Nas analises
dessa variante ndo foram encontradas associagdes estatisticamente significativas (Tabela 7).
Em relacdo a distribuicdo das frequéncias genotipicas em ambos os grupos avaliados, o
gendtipo homozigoto para o alelo de referéncia TT foi mais frequente (Tb= 0,59 e Controles=
0,56). O genotipo de menor frequéncia em ambos os grupos, por sua vez, foi para 0s

homozigotos do alelo variante CC (Th= 0,07 e Controles= 0,07).
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Tabela 7. Analise do SNV rs1799964 de TNFA entre individuos com Th vs. Controles nos modelos genéticos.

TNFA Tb Controles Valor-p OR (IC95%) AIC
Modelo genético n% n%
Codominante n=438 n=472
TT 260 (0,594) 265 (0,561)
CT 146 (0,333) 176 (0,373) 0,451 0,85(0,64—1,12) 1264,7
CC 32 (0,073) 31 (0,066) 1,05 (0,62 —1,77)
Dominante
TT 260 (0,594) 265 (0,561)
CT-CC 178 (0,406) 207 (0,439) 0,326 0,88 (0,67 —1,14) 1263,3
Recessivo
TT-CT 406 (0,927) 441 (0,934)
CC 32 (0,073) 31 (0,066) 0,661 1,12 (0,67 —-1,87) 1264,1
Overdominante
TT-CC 292 (0,667) 296 (0,627)
CT 146 (0,333) 176 (0,373) 0,212 0,84 (0,64 —1,10) 1262,7
Log-Additive
0,1,2 438 (0,481) 472 (0,519) 0,549 0,94 (0,76 —1,16) 12639

Legenda: Th: tuberculose; AIC: critério de Informacéo de Akaike; Valor-p: valor de p. Valores p<0,05 foram

considerados significativos e destacados em negrito, OR: odds ratio; e intervalo de confianca de 95% (1C95%).

Apesar das analises ndo indicarem associacdo, 0 rs1799964 ja foi apresentado como
fator de risco para suscetibilidade a Tb para individuos portadores do alelo variante C em um
estudo realizado na populacdo Han (p=0,017; OR=1,33; IC95%= 1,05-1,68) e vietnamita (p=
0,004; OR=1,40; IC95%=1,11-1,76) (Wu et al., 2019). A presenca do alelo variante C também
foi tida como fator de risco para associacdo a resisténcia a medicamentos na Tb (TC+CC vs
TT, OR= 4,037, 1IC95%-= 2,403-6,784) (Li et al., 2017).

Em contrapartida, um estudo com hanseniase, também causada por uma micobactéria,
demonstrou que o gendtipo —1031 C/C (rs1799964) foi associado a protecdo, estando
significativamente maior em individuos controle, quando comparado a pacientes com
hanseniase do estado do Amazonas (p= 0,012; OR= 0,11; IC 95%= 0,01-0,82) (Silva et al.,
2015). Apds analises com ajuste para sexo e idade, os modelos genéticos permaneceram sem

apresentar associa¢des, como mostra a Tabela 8.
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Tabela 8. Analise do SNV rs1799964 de TNFA entre individuos com Th vs. Controles, apds 0s ajustes por sexo
e idade nos modelos genéticos.

TNFA Tb Controles Valor-p adj ORadj(I1C95%) AICadj
Modelo genético n% n%
Codominante n=408 n=366
TT 243 (0,596) 209 (0,571)
CT 136 (0,333) 135(0,369) 0,557 0,85 (0,62 —-1,17) 1009,2
CC 29 (0,071) 22 (0,060) 1,07 (0,58 —1,98)
Dominante
TT 243 (0,596) 209 (0,571)
CT-CC 165 (0,404) 157 (0,429) 0,415 0,88 (0,65 —1,19) 1007,7
Recessivo
TT-CT 379 (0,929) 344 (0,940)
CcC 29 (0,071) 22 (0,060) 0,672 1,14 (0,62 —2,08) 1008,2
Overdominante
TT-CC 272 (0,667) 231 (0,631)
CT 136 (0,333) 135 (0,369) 0,289 0,85 (0,62 —1,15) 1007,3
Log-Additive
0,1,2 408 (0,527) 366 (0,473) 0,630 0,94 (0,74 — 1,20) 1008,2

Legenda: Th: tuberculose; AlCadj: critério de Informacéo de Akaike ajustado para sexo e idade; Valor-pag: valor

de p ajustado. Valores p<0,05 foram considerados significativos e destacados em negrito, ORadj: odds ratio

ajustado e 1C95%adj intervalo de confianga de 95% (I1C95%) ajustado.

6.3.2.

Analise de associacdo do SNV rs1800610 para o gene TNFA

O SNV rs1800610 (+489G>A) esta localizado na regido intronica do gene. Para essa

variante, foi observada uma associacdo nos modelos dominante (p= 0,030; OR= 1,38; 1C95%=
1,03-1,85), overdominante (p= 0,029; OR= 1,40; 1C95%= 1,03-1,90), indicando possivel

relagdo com suscetibilidade, como mostra a Tabela 9.
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Tabela 9. Analise do SNV rs1800610 de TNFA entre individuos com Th vs. Controles nos modelos genéticos.

TNFA Tb Controles Valor-p OR (IC95%) AIC
Modelo genético n% n%
Codominante n= 435 n= 464
GG 299 (0,687) 349 (0,752)
AG 122 (0,280) 101 (0,218) 0,086 1,41 (1,04 —191) 1246,4
AA 14 (0,032) 14 (0,030) 1,17 (0,55 —2,49)
Dominante
GG 299 (0,687) 349 (0,752)
AG-AA 136 (0,313) 115 (0,248) 0,030 1,38 (1,03 - 1,85) 1244,7
Recessivo
GG-AG 421 (0,968) 450 (0,970)
AA 14 (0,032) 14 (0,030) 0,862 1,07 (0,50 —2,27) 1249,3
Overdominante
GG-AA 313 (0,720) 363 (0,782)
AG 122 (0,280) 101 (0,218) 0,029 1,40 (1,03 -1,90) 1244.6
Log-Additive
0,1,2 435 (0,484) 464 (0,516) 0,056 1,27 (0,99 — 1,64) 1245,7

Legenda: Thb: tuberculose; AIC: critério de Informacdo de Akaike; Valor-p: valor de p. Valores p<0,05 foram

considerados significativos e destacados em negrito, OR: odds ratio; e intervalo de confianca de 95% (1C95%).

Em relacdo a pesquisas do SNV 1800610 no gene TNFA na Th, até o presente momento
ainda ndo tinham sido descritas. Contudo, o0 SNV apresentou associacdo significativa do
rs1800610 com a suscetibilidade a hanseniase na populagdo Indiana (GG vs. AG + AA, p =
0,00028; OR =1,45; IC 95% = 1,19-1,77) (Ali et al., 2012).

Esse SNV esta possivelmente associado a outras doencas respiratdrias, como em um
estudo que relacionou a portadores do alelo menor A com suscetibilidade e gravidade da
pneumonia por adenovirus sendo maior que em portadores do alelo G (OR= 1,19; 1C95%=
1,03-1,36, p = 0,02). Da mesma forma, os portadores do alelo A apresentaram um risco
significativamente aumentado da progressdo da pneumonia por adenovirus (OR = 1,34,
IC95%= 1,13-1,55, p < 0,01), podendo apresentar elevadas concentracdes séricas de TNF-a
para os portadores dos gendtipos AG/AA que aqueles com o GG (p < 0,001). Contudo, 0
gendtipo AG ndo foi considerado um fator de suscetibilidade para pneumonia por adenovirus
apos ajustes para idade e sexo (p = 0,27) (Zhang et al., 2020).

Ainda que o alelo A ndo tenha sido relacionado a suscetibilidade para DPOC, pacientes
com gendtipo AG/AA +489 (rs1800610) apresentaram maior presenca de reacfes agudas
exacerbadas (Yu et al., 2021). Essa variante foi também associada a suscetibilidade para IUpus
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eritematoso sistémico e artrite psoriatica (Lin et al., 2009; Murdaca et al., 2014). Além de estar
associado a uma melhor resposta da medicacdo Adalimumabe para individuos da populagéo
Han com espondilite anquilosante que possuiam o gendtipo AG ou AA (Liang et al., 2023).
No presente estudo, os genotipos dos modelos genéticos ndo mantiveram a associagao
apos os ajustes para sexo e idade nos modelos dominante, overdominante e Log-Additive (p=
0,107, p= 0,139 e p= 0,122, respectivamente), sendo o modelo dominante o de menor valor-p

apos o ajuste como mostra a Tabela 10.

Tabela 10. Anéalise do SNV rs1800610 de TNFA entre individuos com Tb vs Controles, ap6s 0s ajustes por sexo
e idade nos modelos genéticos.

TNFA Thb Controles Valor-p ORadj (IC95%) AlCadj
Modelo genético n% n% adj
Codominante n=406 n= 361
GG 281 (0,692) 269 (0,745)
AG 112 (0,276) 83 (0,230) 0,274 1,31 (0,93 — 1,85) 994,7
AA 13 (0,032) 9 (0,025) 1,34 (0,54 — 3,32)
Dominante
GG 281 (0,692) 269 (0,745)
AG-AA 125 (0,308) 92 (0,255) 0,107 1,31 (0,94 — 1,83) 992,7
Recessivo
GG-AG 393 (0,968) 352 (0,975)
AA 13 (0,032) 9 (0,025) 0,628 1,25 (0,51 — 3,08) 995,0
Overdominante
GG-AA 294 (0,724) 278 (0,770)
AG 112 (0,276) 83 (0,230) 0,139 1,30 (0,92 — 1,83) 9931
Log-Additive
0,1,2 406 (0,529) 361 (0,471) 0,122 1,25 (0,94 — 1,67) 992,9

Legenda: Th: tuberculose; AlCadj: critério de Informacédo de Akaike ajustado para sexo e idade; Valor-pag: valor
de p ajustado. Valores p<0,05 foram considerados significativos e destacados em negrito, ORadj: odds ratio
ajustado e 1C95%adj intervalo de confianga de 95% (1C95%) ajustado.

6.4.  Analise de haplotipos

Os SNVs séo o tipo de variacdo génica mais frequente em humanos, sendo bialélicos na
maioria dos casos, facilitando sua genotipagem. Os hapl6tipos, por sua vez, sdo combinagdes
de variacGes que sdo herdadas em conjunto, e o desequilibrio de ligacdo pode ser explorado
para mapear com precisdo os genes de suscetibilidade dentro de areas de ligacéo replicadas
(Beckmann, Estivill e Antonarakis, 2007; Ahmad et al., 2003). Em relacdo a analise de

haplotipos na populagéo de estudo, ndo foram observadas associagdes (Tabela 11).
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Tabela 11. Resultados da analise de haplétipos no grupo de Tb vs Controles nos SNVs de TNFA (rs 1799964-
rs1800610).

Haplotipos Frequéncia Valor-p OR (IC95%)
rs1799964-rs1800610 Caso/Controle
TG* 0,605 - 1,00
CG 0,239 0,75 0,97 (0,77 — 1,20)
TA 0,148 0,12 1,24 (0,94 — 1,63)
Geno.raro 0,006 0,49 1,84 (0,32 - 10,59)

Legenda: *=haplotipo referéncia, odds ratio (OR) e intervalo de confianca de 95% (1C95%).

Além disso, ao analisar o desequilibrio de ligacdo (DL) na populacdo de estudo, observou-se
DL entre os SNVs de TNFA rs1799964 e rs1800610 (D’= 0,832; LOD= 10,49), apesar dos loci
analisados ndo indicarem grande compartilhamento de informagc&o genética (r>= 0,041) (Figura
12).

Figura 12. Desequilibrio de ligacdo da populacdo de pacientes com Th e controles avaliados para as duas
variantes do gene TNFA.

rs1799964
rs1800610 — -~

Block 1
T6 .6086
Block 1 (1 kb CG .240

1 2 TA 148

A B

Legenda: As duas variantes analisadas localizam-se na parte superior da figura dispostas verticalmente. A:

Diagrama do desequilibrio de ligacdo com o bloco gerado. B: Frequéncias do bloco de haplétipos (Block 1).

Desta forma, esse estudo colabora com a importancia da avaliacdo de fatotes
imunogenéticos relacionados a Th, com énfase nos alelos HLA-ABDR e variantes do gene
TNFA, para entendimento da complexa resposta imune diante da infec¢do por M. tuberculosis.
E importante ressaltar que estudos da frequéncia de HLA na populagio amazonense sio
limitados, especialmente no que refere aos alelos de classe I, sendo essencial o aprofundamento
na analise dos alelos mais frequentes da regido e sua associacdo com doencas. Além disso, 0s
resultados apontam também para a necessidade das investigacdes de associacdo dos SNVs de

TNFA com a Th, como o rs1800610, no qual os estudos ainda séo escassos.
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7.

CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que:

Os alelos HLA-A mais frequentes (>10%) no grupo dos individuos com Th foram: HLA-
A*02, HLA-A*24 e HLA-A*29. No grupo dos controles os alelos mais frequentes foram:
HLA-A*02 e HLA-A*31. O HLA-A*02 apresentou frequéncia elevada na populacao
geral deste estudo (>20%).

O alelo HLA-A*29 apresentou associacao para suscetibilidade a Tb, enquanto os alelos
HLA-A*31 e HLA-A*68 foram associados para protecdo a Tb.

Dentre os alelos HLA-B foram mais frequentes: HLA-B*15, HLA-B*35 no grupo Tb e
HLA-B*15, HLA-B*35 e HLA-B*44 no grupo controle.

Né&o foi observada associacdo dos alelos HLA-B com a Th.

Dentre os alelos HLA-DRB foram mais frequentes os alelos: HLA-DRB1*04, HLA-
DRB1*08 e HLA-DRB1*13 entre os individuos com Th. Nos controles os alelos mais
frequentes foram: HLA-DRB1*04, HLA-DRB1*07, HLA-DRB1*08, HLA-DRB1*11 e
HLA-DRB1*13. Destes, o alelo HLA-DRB1*04 apresentou frequéncia elevada (>20%)
entre os individuos com Th.

O alelo HLA-DRB1*14 foi associado para protecdo a Th.

O SNV rs1799964 de TNFA nao apresentou associacdo com a tuberculose (Tb)

O SNV de TNFA rs1800610 foi associado com a Th para risco nos modelos genéticos
dominante, overdominante e Log-Additive, quando analisados sem 0s ajustes para sexo
e idade.

N&o houve associagdo dos haplotipos (TG, CG e TA), rs1799964 e rs1800610 do gene
TNFA com a Th.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com esse estudo, foi possivel avaliar a frequéncia alélica dos genes de HLA-A, -B e -
DR, as frequéncias alélicas e genotipicas de dois SNVs do gene TNFA, e as possiveis
associag0es com suscetibilidade ou protegéo para Tbh na populagcdo amazonense. Os achados
reforcam a necessidade dos estudos imunogenéticos mais detalhados para compreensdo de

doencas tdo complexas como Tb e das particularidades da populacdo do Amazonas.
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8. ORCAMENTO E FONTE DE FINANCIAMENTO

Item Material de | Quantidade Valor U$ Valor U$ Valor R$
Consumo (unitério)
1 Sonda 1 349,27 - 2.058,13
TagMan
(rs1799964)
1 Sonda 1 349,27 - 2.058,13
TagMan
(rs1800610)

Observacéo: Cotacdo do Délar comercial valor R$5,89 reais.

9. CRONOGRAMA

Meses do ano 2023 Meses do
ano 2024
Atividades 03|04 |05|06|07|08[09|10| 11 |12 |01 ]02]03
Cumprimento dos créditos obrigatorios e R|R|R|R|R|R|R|R |R
optativos do curso de mestrado.
Aceite do Projeto no Comité de Etica da R
UFAM (CEP/UFAM).
Selecdo de individuos e controles. R|IR|R |R |R R |R
Coleta, transporte e processamento das RIR|R |R |R R |R
amostras clinicas (exames bacterioldgicos e
extracdo de DNA).
Selecdo dos SNVs. R |R
Tipagem de HLA classe | e Il (ABDR). R IR |R R |R
Elaboracéo e organizacdo da planilha e RIR|R|R |R R |R
insercdo de dados epidemioldgicos, clinicos
e genéticos.
Aquisicdo dos materiais e insumos. R R IR
Andlise parcial dos dados. R |R
Revisdo bibliogréfica RIR|R |R [R R
Elaboracdo do manuscrito para qualificacdo. R R |R
Exame de Qualificacéo. R
R = Realizado.
Meses do ano 2024 Meses do
ano 2025
Atividades 03 /0405|0607 080910 11 |12 |01 |02] 03
Cumprimento dos créditos optativosdocurso |R |R |R | R
de mestrado.
Selecdo de individuos e controles. R|IR|IR|IR|R|R|R|R |R
Coleta, transporte e processamento das R|R|R|R|R|R|R|R |R
amostras clinicas (exames bacterioldgicos e
extracdo de DNA).
Tipagem de HLA classe | e 1| (ABDR). R|R|IR|R|R|R|R|R |R R
Testes de Genotipagem por qPCR R |IR |R R R |R
Elaboracéo e organizacdo da planilha e R|{R|R|R|R|R|R|R |R R |R
insercdo de dados epidemioldgicos, clinicos
e genéticos.
Aquisicdo dos materiais e insumos. R R
Andlise final dos dados. R R |R
Revisdo bibliografica R|IR|IR|R |R R |R
Elaboracdo do manuscrito para defesa. R [R R |R |[R
Exame de Defesa. R
R = Realizado.
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10. EQUIPE DO PROJETO

Nome Titulo Instituicdo Contribuicdo
Alliny Almeida Queiroz Mestranda PPGIBA/UFAM Mestranda, executou o
projeto
Aya Sadahiro Doutor PPGIBA/UFAM Orientadora
Mauricio Morishi Ogusku Doutor Laboratério de Micologia Co-orientador
do INPA
Mariana Brasil de Andrade Doutor LIM/UFAM Co-orientadora
Figueira
Joycenea da Silva Matsuda Mestre Policlinica Cardoso Fonte/ | Colaboracéo para avaliar
SES-AM os dados clinicos dos
pacientes com
tuberculose
Elenilda Rodrigues Ramos Técnica de Policlinica Cardoso Fonte/ | Colaboracéo na coleta de
Enfermagem SES-AM amostras.
Irineide Assumpcéo Médica Policlinica Cardoso Fonte/ | Colaboragdo para avaliar
Antunes SES-AM os dados clinicos dos
pacientes com
tuberculose
Greicy Kelly Chem Enfermeira Policlinica Cardoso Fonte/ | Colaboragdo para avaliar
Nepomuceno SES-AM 0s dados clinicos dos
pacientes com
tuberculose
Nadieli Honorato Sawada Biomédica Policlinica Cardoso Fonte/ | Colaboragdo para avaliar
SES-AM 0s resultados dos exames
de laboratdrio.
Marcos Henrique Gurgel Doutorando PPGIBA/UFAM Auxilio no registro de
Rodrigues amostras e extragdo de
DNA
Gilberto Bazé Mestrando PPGIBA/UFAM Auxilio no registro de
amostras e extragdo de
DNA
Laianne Lopes Doutoranda PPGIBA/UFAM Auxilio no registro de
amostras
Renata Gualberto Doutoranda PPGIBA/UFAM Auxilio na organizacao e

registro de amostras
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