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RESUMO

Doencas infecciosas como a tuberculose (TB) continuam sendo uma das principais causas de
obito no mundo. Depois da COVID-19, a TB € a segunda principal causa de morte no mundo
devido a um uUnico agente infeccioso. A TB € causada por espécies do complexo
Mycobacterium tuberculosis e que nos dias atuais ainda é considerada uma ameaca global e
um grave problema de saude publica. No ano de 2022, segundo a Organizacdo Mundial de
Saude cerca de 10,6 milhdes de pessoas desenvolveram TB e 1,30 milhdo de &bitos
ocorreram. No contexto nacional, o estado do Amazonas (84,1casos/100 mil habitantes) bem
como a capital Manaus (115,8 casos/100 mil habitantes) registraram os maiores coeficientes
de incidéncia de TB do pais. Os altos indices apresentados na regido nos intrigam a investigar
0s motivos dessas taxas elevadas. Além disso, outro fato curioso é que apenas 5-10% dos
individuos infectados com o bacilo causador da TB desenvolvem a doenca ativa. Os
mecanismos que envolvem a interacdo micobactéria-hospedeiro constituem alvos
interessantes de estudo visto que o sistema imune inato e adaptativo montam respostas com o
intuito de eliminar o patdgeno. Neste contexto, tém-se um conjunto de genes localizados no
sistema HLA (Antigeno Leucocitario Humano) que codificam moléculas relacionadas a
apresentacdo de antigenos, conectam respostas imunes inata e adaptativa, modulam as
respostas imunolégicas e na sintese de proteinas do sistema complemento. Levando em
consideracdo que a TB é uma doenca multifatorial e fatores genéticos do hospedeiro como
variantes de nucleotideo unico (SNV) tém sido associados aos diferentes desfechos clinicos e
variabilidade individual a presenca do patdgeno, o estudo teve como objetivo avaliar SNV em
genes do sistema HLA (rs9271300 no gene HLA-II, rs1049033 e rs1632937 localizados no
gene HLA-G e 0 rs1051792 no gene MICA) e sua relacdo com a concentracdo das citocinas
IL-6, IL-1B, IFN-y e TNF-a em pacientes com TB no Estado do Amazonas. Um total de 1275
amostras foram analisadas sendo 150 de pacientes com TB extrapulmonar (TBe), 531 de
pacientes com TB pulmonar (TBp) e 594 controles recrutados da Policlinica Cardoso Fontes
na cidade de Manaus. A técnica de qPCR (PCR Quantitativa em Tempo Real) foi utilizada
para genotipagem das amostras. A quantificacdo das citocinas foi feita pela técnica ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) em amostras de plasma. A partir dos resultados
obtidos, foi observada uma associacdo estatisticamente significativa para protecdo do SNV
rs9271300 a TBe (p=0,0307; OR=0,54) e TBp (p=0,0110; OR=0,55) e do gendtipo AA do
SNV rs1051792 foi associado com o aumento do risco para 0 sexo masculino a TBe
(padj=0,0069; OR=1,85). Ademais, para 0s SNV rs1049033 e rs1632937 ndo foram
observadas associacGes genéticas com a protecdo ou suscetibilidade a TB nos grupos
investigados. De maneira geral, houve uma maior producdo das citocinas IL-1p, IFN-y e TNF-
a em pacientes com TB do que controles e as concentragdes da IL-6 foi semelhante tanto na
populagéo caso quanto controle. Os resultados deste estudo, certamente, contribuem para uma
melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos no desfecho da TB, principalmente em
nossa populagcdo amazonense.

Palavras-chave: Tuberculose, SNV, HLA-11, HLA-G, MICA.



ABSTRACT

Infectious diseases tuberculosis (TB) continue to be a major cause of death worldwide. After
COVID-19, TB was the second leading cause of death worldwide due to a single infectious
agent. TB is caused by species of Mycobacterium tuberculosis complex and presently it is still
considered a global threat and a serious public health problem. As per the World Health
Organization in 2022, an estimated 10,6 million people fell ill and 1,30 million died of TB in
the country. The national context, the state of Amazonas (84,1 cases/100 thousand
inhabitants) and Manaus (115,8 cases/100 thousand inhabitants) recorded the highest TB
incidence coefficient in Brazil. The high rates presented in the region intrigue us to investigate
the reasons for this. Furthermore, another curious fact is that around 5-10% of individuals
infected develop the active disease. The mechanisms involve mycobacterium-host interaction
are interesting targets of study because the innate and adaptive immune system mount
responses to eliminate the pathogen. In this context, there is a conjunct of genes located in the
HLA (Human Leukocyte Antigen) system which encode related proteins to the presentation
of antigens, connects innate and adaptive immune responses, immune signaling and
regulation and synthesis of complement proteins. Considering the TB is a multifactorial
disease and host genetic factors such as Single-Nucleotide Variants (SNV) have been
associated with different clinical outcomes and individual variability in the presence of the
pathogen, the research aims to evaluate SNV in different genes located the HLA system
(rs9271300 in gene HLA-II, rs1049033 e rs1632937 in HLA-G e 0 rs1051792 in MICA) and
relationship with concentration of cytokine IL-6, IL-1B, IFN-y and TNF-a in patients with TB
in the State of Amazonas. A total of 1275 samples have been analyzed being 150 patients with
extrapulmonary TB (TBe), 531 patients with pulmonary TB (TBp) and 594 controls recruited
from the Policlinica Cardoso Fontes in the city of Manaus. The gPCR technique (Quantitative
Real Time PCR) was used for genotyping the samples. Quantification of cytokines will be
done by the ELISA technique (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) in plasma samples. Of
the analyzed samples, it was observed is associated with protection for TBe (p=0,0307;
OR=0,54) e TBp (p=0,0110; OR=0,55) of the SNV rs9271300 and AA genotype of SNV
rs1051792 is associated with increased risk for TBe (padj=0,0069; OR=1,85). SNV
rs1049033 and rs1632937 located in the HLA-G gene no association was observed between
the study groups. In general, serum IL-1B, IFN-y and TNF-a concentrations were higher in
patients with TB than those in Controls. IL-6 concentrations were similar in both the case and
control populations. Therefore, the results of this study can contribute to a better clarification
of the mechanisms involved in the outcome of TB, especially in our Amazonian population.

Keywords: Tuberculosis, SNV, HLA-II, HLA-G, MICA.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa multifatorial e complexa causada por
diferentes espécies pertencentes ao complexo Mycobacterium tuberculosis (FORRELLAD et
al., 2013) mantendo-se como uma das dez principais doencas infecciosas responsaveis por
elevados indices de mortalidade no mundo. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), aproximadamente um quarto da populacdo mundial estd infectada com o bacilo
causador da TB, sendo, portanto, um grave problema de salde publica (WHO, 2023;
BRASIL, 2023).

Embora os esforcos propostos para erradicar epidemia da TB em até 2030-2035 estdo
como uma das principais metas globais, com a pandemia da COVID-19 este cenario se torna
desafiador. Anualmente, estima-se que mais de 10 milhdes de pessoas continuam a adoecer
com TB (WHO, 2023). No ano de 2021, cerca de 1,6 milh&o de pessoas morreram ocasionada
pelo bacilo causador da TB e aproximadamente 10,3 milhdes de pessoas adoeceram com TB
(WHO, 2022).

No ano de 2022, a TB foi a segunda principal causa de morte no mundo devido a um
unico agente infeccioso, depois da COVID-19, resultando em quase o dobro de mortes do que
os individuos com HIV/AIDS. Dados publicados recentemente pela OMS informou que cerca
de 10,6 milhGes de pessoas desenvolveram TB e 1,30 milhdo de 6bitos ocorreu no mundo em

2022, dados que ainda refletem um cenario preocupante (WHO, 2023).

Sabe-se que um individuo bacilifero pode transmitir a TB através da acdo de expelir
goticulas contendo particulas vidveis do bacilo pela fala, tosse ou espirro que podem ser
inaladas por outro individuo (BRASIL, 2011). Uma vez inaladas, as micobactérias alcancam
os pulmdes onde sdo reconhecidas principalmente pelos macréfagos alveolares do hospedeiro,
resultando na resposta imune inata (LERNER et al.,, 2015). A resposta imune inata
corresponde a uma defesa imediata e € desencadeada apos estimulos derivados da interacdo de
receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) com os padrdes moleculares associados a
patogenos (PAMPSs) presentes na superficie celular do patogeno (BHATT; SALGAME, 2007,
KLEINNIJENHUIS et al., 2011).

No decorrer da infeccdo, estimulos persistentes das micobactérias desencadeiam a
resposta imune adaptativa e os linfocitos T sdo fundamentais no combate M. tuberculosis
(VANKAYALAPATI; BARNES, 2009; CACCAMO et al., 2015). No entanto, para que haja



17

reconhecimento dos antigenos pelos linfocitos T € necessario a apresentagdo dos antigenos em
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) denominado em humanos
como HLA (Antigeno Leucocitario Humano) (THORSBY, 2009; JASENOSKY et al., 2015).

O sistema HLA consiste em um conjunto de genes que codificam moléculas
relacionadas na apresentacdo de antigenos, conectando as respostas imunes inata e adaptativa,
além das suas fungdes na modulacdo das respostas imunoldgicas e na sintese de proteinas do
sistema complemento (MATZARAKI et al., 2017). Entre as diversas fungdes desempenhadas
pelas moléculas do sistema HLA, certamente uma das mais importantes envolve a inducéo e a
regulacdo de respostas imunologicas na defesa contra inUmeros microrganismos, pois 0S
linfécitos T reconhecem antigenos estranhos complexados as moléculas de HLA
(SHANKARKUMAR, 2004). Diante disso, o sistema HLA exerce fungdes importantes nas
doencas infecciosas (GHODKE et al., 2005; BLACKWELL et al., 2009).

Apb6s a interagdo micobactéria-hospedeiro, diferentes desfechos podem ser
observados, como a eliminacdo do bacilo; ou a formacdo do granuloma, com participacao
importante de células dos sistemas inato e adaptativo, tais como macréfagos e linfocitos, os
quais restringem os bacilos na massa originada com evolugdo para uma TB latente; ou ainda
ocorrer a reativacdo da TB através do granuloma formado meses ou anos posteriores; ou
reinfeccdo com outra cepa micobacteriana; ou a infeccdo progredir para TB ativa (BHATT,;
SALGAME, 2007; MOLLER et al., 2010; ERNST, 2012).

A relacdo existente entre o hospedeiro, patdgeno e o ambiente forma uma triade que
influencia no resultado e controle da infeccdo (SIA et al., 2015). Em relacdo ao hospedeiro,
fatores genéticos como as variantes de nucleotideo unico (SNV) podem estar envolvidas no
fendtipo tanto da infeccdo quanto evolugdo para doenga, pois diferentes variantes genéticas
foram descritas como razbes preponderantes na suscetibilidade ou resisténcia a afeccdes
(MOLLER et al., 2018).

A partir disso, nos altimos anos, indmeras pesquisas envolvendo SNV em genes
relacionados a resposta imune na TB vém sendo desenvolvidas para uma melhor compreenséo
da complexidade da doenca e na variedade de respostas frente ao bacilo (HILL et al., 1998;
AZAD et al., 2012). Diferentes estudos trazem evidéncias que a predisposi¢do genética do
hospedeiro associa-se a suscetibilidade ou resisténcia a TB (PONTILLO et al., 2013; LEE et
al. 2015; SOUZA DE LIMA et al., 2016; BARLETTA-NAVECA et al., 2018;
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HARISHANKAR et al., 2018; CHEN; MA, 2020; SOUZA DE LIMA et al.,, 2020;
FIGUEIRA et al., 2021; AMORAS et al., 2023).

Neste contexto, os produtos gerados pelos genes do sistema HLA participam em
diferentes afeccdes infecciosas (SPINOLA, 2016). Na TB, as pesquisas imunogenéticas
precisam ser conduzidas para compreender a influéncia de SNV localizados nos genes do
sistema HLA, principalmente em relagdo aos genes HLA n&o cléssicos e a forma clinica
extrapulmonar, até 0 momento, pouco estudado em comparag¢do com os demais (SAURABH
etal., 2016; ALAM et al., 2021).

Indubitavelmente, a imunopatogénese ao complexo Mycobacterium tuberculosis é
multifatorial e diversos mecanismos ainda permanecem desconhecidos com lacunas a serem
preenchidas (DE MARTINO et al., 2019). Combinado a isso, sabe-se que fatores
socioecondmicos, ambientais e caracteristicos do hospedeiro tém sido associados aos
diferentes desfechos clinicos e a extensa variabilidade individual a presenca do patdégeno visto
que aproximadamente 30% dos individuos expostos ao M. tuberculosis sdo infectados
(ORLOVA; SCHURR, 2017). Destes, 90% conseguem controlar a infeccdo através da
eliminacdo do bacilo ou desenvolvimento da TB latente, devido ao controle desempenhado
pelo sistema imune do hospedeiro. Os 5 a 10% restantes podem desenvolver a TB ativa por
falhas na resposta imune (SHALER et al., 2012). Esses aspectos reforcam que o status
imunolégico do hospedeiro é crucial para o resultado e progressdo da infeccdo a doenca
(CADENA et al., 2017).

Diante do exposto, o presente estudo avaliou variantes de nucleotideo Unico (SNV) em
genes que codificam moléculas do sistema HLA (Antigeno Leucocitario Humano) em
pacientes com TB pulmonar e extrapulmonar visto que sdo componentes chaves envolvidos

na inducdo e regulacdo da resposta imune a TB.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos gerais da tuberculose

A Tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa crénica descoberta por Robert
Koch em 1882 (KOCH, 1882) que nos dias atuais ainda é a responsavel por milhares de
obitos no mundo (WHO, 2023). A TB é causada por micobacterias pertencentes ao complexo
Mycobacterium tuberculosis que incluem as seguints espécies: M. tuberculosis, M. africanum,
M. canettii, M. bovis, M. microti, M. caprae, M. pinnipedii, M. mungi, M. suricattae e M.
orygis (TIENTCHEU et al., 2017; GAGNEUX, 2018, BRASIL, 2023).

As micobactérias sdo agrupadas no género Mycobacterium, familia Mycobacteriaceae,
subordem Corynebacteriaceae e da ordem Actinomycetales (RASTOGI et al.,, 2001). O
género Mycobacterium € constituido por espécies do complexo M. tuberculosis, micobactérias
ndo causadoras de tuberculose (NMT) (FEDRIZZI et al., 2017) e M. leprae, agente etioldgico
da hanseniase (GRIFFITH et al., 2007; GRIFFITH et al., 2010).

As micobactérias sdo bacilos intracelulares facultativos aerdbicos, imoveis, ndo
formadores de esporos, alcool-acido resistente com morfologia de bastonete retos ou
levemente curvos com 0.2 a 0.6 um de largura e 1.0 a 10 um de comprimento e caracterizada
por conter grande quantidade de acidos micdlicos (60-90 atomos de carbono) (PFYFFER,;
VINCENT, 2010). A estrutura celular das micobactérias é constituida de um complexo
envelope externo. O envelope é composto de uma membrana plasmatica localizada mais
internamente, parede celular e uma camada externa. Na membrana plasmatica estdo presentes
proteinas  (porinas, proteinas de transporte), fosfatidilinositol manosideos e
lipoarabinomananas que se ancoram na membrana plasmatica, estendendo-se pela parede
celular alcangando a superficie da micobactéria. Entre a membrana plasmética e o

peptideoglicano situa-se um espaco periplasmatico (JANKUTE et al., 2015).

A parede celular apresenta camadas de peptideoglicano com unidades intercaladas de
N-acetilglucosamina e &cido N-glicolilmurédmico cuja fungdo é conferir rigidez, formato e
estabilidade osmotica para o bacilo (VOLLMER et al., 2008). Um componente ligado ao
peptideoglicano é o polissacarideo arabinogalactana e seus residuos sdo esterificados em
componentes de &cidos graxos de elevado peso molecular denominados acidos micolicos
(VICENT et al., 2018).
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Além disso, modelos sdo propostos evidenciando membrana externa (micomembrana)
heterogénea rica em glicolipideos como monomicolato de trealose e dimicolato de trealose,
fosfolipidios e de lipidios especificos da espécie, como glicopeptidolipidios, dimicocerosato
de ftiocerol e sulfolipidios que parecem atuar como fatores de viruléncia (ZUBER et al.,
2008; CHIARADIA et al., 2017; VICENT et al., 2018).

Entre as micobactérias pertencentes ao complexo, o principal agente etioldgico
causador de TB em humanos é M. tuberculosis (GAGNEUX, 2018). Esse patogeno é
conhecido por ser um microrganismo intracelular que reside em macrofagos e células
dendriticas no interior de fagossomos, apresentando a capacidade de evadir dos mecanismos
de defesa do hospedeiro (CARDONA; IVANYI, 2011).

O bacilo causador da TB é transmitido pela via respiratéria podendo causar a forma
mais comum de TB que é a pulmonar, mas pode haver a forma extrapulmonar acometendo
diferentes 6rgdos como a pleural, os ganglios linfaticos, ossos, figado, sistema nervoso
central, trato geniturinario, trato gastrointestinal (CRUZ-KNIGHT; BLAKE-GUMBS, 2013).

A TB extrapulmonar pode ocorrer através da infeccdo primaria ou por reativacao da
TB latente e, geralmente, resultadas da disseminacdo do bacilo via hematogénica e/ou
linfatica a partir do foco primario no pulmdo (FLYNN; CHAN, 2001). As principais formas
clinicas de TB extrapulmonar incluem pleural, ganglionar e osteoarticulares (RAMIREZ-
LAPAUSA et al., 2015).

A TB pleural é a forma mais comum dentre as TB extrapulmonares, principalmente
em adultos jovens (BRASIL, 2019), podendo ser consequéncia da disseminacdo de um foco
infeccioso pela via hematogénica ou por contiguidade, ou seja, a partir do pulmao. Da mesma
forma, os bacilos podem alcancar a pleura através do vazamento ou ruptura de algum foco
subpleural, resultando num derrame pleural unilateral e autolimitado (BERGER; MEJIA,
1973).

A TB ganglionar € a segunda forma mais frequente de TB extrapulmonar acometendo,
principalmente, os ganglios da regido cervical e a lesdo pode involuir naturalmente
(RAMIREZ-LAPAUSA et al., 2015). Essa forma extrapulmonar é mais comum em criancgas e
adultos jovens e, normalmente, ndo resulta em envolvimento sisttmico (FONTANILLA et al.,
2011).
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A TB osteoarticular pode acometer qualquer 0sso, no entanto o comprometimento
mais comum desse grupo € espondilite e doenca de Pott, principalmente a regido torécica
(jovens) e lombar (idosos) (WARES, 2005; URVASHI et al., 2018). Outra forma é a TB
cutanea que pode ocorrer através de inoculagdo exdgena ou propagacdo endogena por
extensdo contigua em pacientes previamente infectados ou dissemina¢do hematogénica para a

pele, linfatica ou contigua de focos proximos a pele formando feridas (SANTOS et al., 2014).

Uma das formas mais graves e progressivas de TB priméaria que acomete ndo somente
0 pulmdo, mas também qualquer outro érgdo é a TB miliar ou tuberculose hematogénica
generalizada (MERT, 2017). Os bacilos da TB alcancam a circulacdo sanguinea durante a
infeccdo primaria ocorrendo principalmente em criancas ou apos a reativacdo de um foco
latente. Geralmente, os 6rgdos mais afetados incluem o pulmdo, figado, bago, ganglios
linfaticos, meninges e medula dssea. Essa forma acomete principalmente individuos
imunossuprimidos (MERT et al., 2001).

Outras formas de TB extrapulmonar incluem peritoneal; no pericardio originado a
partir a partir de focos de bacilos presentes nos linfonodos mediastinais ou na pleura;
linfadenite que acomete os linfonodos nas cadeias cervicais e supraclaviculares posteriores e

a meningoencefalite tuberculosa acomete o sistema nervoso central (GOLDEN et al., 2005).

Diferentes pesquisas trazem evidéncias que o destino da micobactéria depende
principalmente do sistema imunolégico do hospedeiro (CHACKERIAN et al., 2002). Ap6s a
exposicdo ao bacilo, Mycobacterium tuberculosis, aproximadamente 30% dos individuos
serdo infectados. Destes individuos infectados, 90% conseguem controlar a a¢do do bacilo,
através da defesa imunoldgica eficiente do hospedeiro e tornam-se TB latente, e sdo
assintomaticos, os 10% restantes podem apresentar uma falha no sistema imune e evoluem
paraa TB ativa (SHALER et al., 2012).

Clinicamente, os pacientes com TB sdo classificados em portadores da infeccdo
latente, caracterizada por ndo apresentar sintomas e nao transmitir o bacilo da TB para outros
individuos, e em TB pulmonar ativa que é a forma transmissivel da doenca. Logo, a forma

latente se torna um reservatorio para casos futuros de TB ativa (PAI et al., 2016).

De modo geral, o diagnostico é baseado nas manifestagdes clinicas caracteristicas da
patologia, diagnostico diferencial, exames de imagem (Radiografia ou tomografia

computadorizada de térax) e bacterioldgico (BRASIL, 2019).
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O diagnostico bacterioldgico é realizado através da baciloscopia direta (ou exame
microscopico) que consiste na pesquisa do bacilo &lcool-4cido resistente (BAAR) pelo
método de Ziehl-Nielsen em amostras de escarro ou bidpsias ou outras amostras para
suspeitas de TB extrapulmonar. Este método é de baixo custo, simples e identifica em torno
de 60 a 80% dos casos de TB pulmonar em amostras de boa qualidade. Combinado a
baciloscopia, tem-se o teste padrdo ouro que € a cultura microbioldgica, pois esta apresenta
elevada sensibilidade e especificidade e os testes moleculares (TRM-TB: teste rapido
molecular para TB, GeneXpert®) (BRASIL, 2023).

Adicionalmente, para os casos de TB latente, 0 IGRA (Interferon Gamma Release
Assay-ensaios de liberacdo de interferon-gama) € outro teste que tem auxiliado no
diagndstico. Outro teste bastante utilizado que identifica casos de infeccdo latente pelo
Mycobacterium tuberculosis em adultos e criangas bem como auxilia no diagnostico de TB
ativa em criancas é a prova tuberculinica. Na prova tuberculinica, um derivado proteico
purificado do bacilo causador da TB é inoculado através da via intradérmica, no terco médio
da face anterior do antebraco esquerdo, para medir a resposta imune celular a esses antigenos
(BRASIL, 2019).

Em relacdo ao esquema terapéutico antiTB em adultos e adolescentes, este consiste em
uma combinacdo padronizada de medicamentos objetivando acdo bactericida precoce,
capacidade de prevencdo a bacilos resistentes e acdo esterilizante. A primeira linha de
tratamento antiTB no Brasil compreende duas fases: a primeira é intensiva ou de ataque para
reduzir a transmissdao da doenca e a segunda é a de manutencdo para eliminar os patégenos

persistentes e diminuir a possibilidade de recidiva (BRASIL, 2019).

O esquema terapéutico inclui quatro antibidticos usados na fase intensiva e dois na
fase de manutencdo. Para melhorar a adesdo ao tratamento, o esquema medicamentoso é
disponivel em comprimidos de doses fixas combinadas, ou seja, quatro farmacos associados
em um Unico comprimido (4 em 1) constituidos por rifampicina, isoniazida, pirazinamida e
etambutol utilizados nos dois primeiros meses (fase de ataque) ou dois comprimidos em um
(2 em 1), rifampicina e isoniazida, utilizados nos quatro meses restantes (fase de
manutenc¢do), totalizando no minimo seis meses de tratamento. Para TB extrapulmonar, o

tratamento varia de acordo com a forma clinica e gravidade da doenga (BRASIL, 2019).

Na TB, diferentes fatores tém sido associados ao risco de desenvolver a doenca, por
exemplo: diabetes (JEON et al.,, 2008; DOOLEY et al., 2009; KHALIL et al., 2016),
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tabagismo (GAMBHIR et al., 2010; CHAN et al., 2014; ALTET et al., 2017), alcoolismo
(IMTIAZ et al., 2017), estado nutricional (ZACHARIAH; HARRIES, 2002; LETTOW et al.,
2004; LONNROTH et al., 2010; ANURADHA et al., 2018), deficiéncia de vitamina D
(NNOAHAM; CLARKE, 2008; TALAT et al., 2010; HAMMAMI et al., 2021), utilizacéo de
drogas ilicitas (SILVA, 2018), quadro de imussupressdo (pacientes que convivem com HIV
(SOURIANT et al., 2019), cancer ou pacientes em uso de medicamentos imunossupressores),
resisténcia aos medicamentos assim como fatores genéticos do hospedeiro (BEN AYED et al.,
2018; DUARTE, 2018; MEYER; THYE, 2019).

Embora a TB seja uma patologia milenar e diferentes pesquisas tenham sido
realizadas, ainda € considerada uma doenca complexa, em que diversos aspectos ainda nao

estdo completamente compreendidos (TURNER et al., 2017).

2.2 Epidemiologia da tuberculose

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a TB esta entre as dez principais
causas de Obito ocasionadas por um Unico microrganismo infeccioso ocupando a segunda
posicao, ficando atras apenas da COVID-19. Mundialmente, estima-se que aproximadamente

um quarto da populacdo esta infectada com o bacilo causador da TB (WHO, 2023).

No contexto mundial, apesar da queda notdria de notificacdes de casos de TB em 2020
decorrentes da pandemia da COVID-19, entre os anos de 2019 e 2021, houve uma estimativa
de aumento no ndmero de individuos que adoeceram e morreram devido a TB. Em 2019
aproximadamente 10,0 milhdes de individuos adoeceram com TB e 1,2 milhdo de individuos
soronegativos para o HIV morreram (WHO, 2020). Em 2020, cerca de 10,1 milhGes de
pessoas adoeceram com TB e 1,3 milh&o de 6bitos (WHO, 2021).

No ano de 2021 cerca 10,3 milhdes de pessoas adoeceram com TB, representando um
aumento de 4,5% em comparagdo ao ano de 2020 e 1,6 milhdo de pessoas morreram (WHO,
2022). Recentemente, a OMS divulgou os dados referentes ao ano de 2022 no qual estima-se
gue 10,6 milhdes de pessoas desenvolveram TB com uma taxa de incidéncia de 133 casos/100
mil habitantes. Ademais, a TB causou aproximadamente 1,30 milh&o de Obitos entre pessoas
soropositivas para 0 HIV e 1,13 milhdo de pessoas soronegativas para o HIV. Diante deste
cenario, essas informacdes reforcam que a TB ainda € considerada uma doenca desafiadora e
preocupante (WHO, 2023).
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O Brasil, em 2022, registrou 78.057 casos novos de TB no qual representa um
coeficiente de incidéncia de aproximadamente 36,3 casos/100 mil habitantes (BRASIL,
2023), estimativa que o enquadra entre os 30 paises com 0s maiores casos de TB (BRASIL,
2021). Em relacdo ao coeficiente de mortalidade cerca de 2,2 casos/100 mil habitantes
morreram de TB (BRASIL, 2023).

De acordo com o boletim epidemioldgico divulgado pelo Ministério da Saude sobre o
panorama da TB no Brasil, em 2022, os maiores coeficientes de incidéncia por Unidades da
Federacdo foram o estado do Amazonas (84,1 casos/100 mil habitantes), Roraima (75,9
casos/100 mil habitantes) e Rio de Janeiro (68,6 casos/100 mil habitantes). Em relacdo aos
estados que apresentaram os maiores coeficiente de mortalidade por TB foram o Rio de
Janeiro (5,0 6bitos/100 mil habitantes), Amazonas (3,5 Obitos/100 mil habitantes) e
Pernambuco (3,3 6bitos/100 mil habitantes) (BRASIL, 2023).

Em 2022, no contexto regional, a Regido Norte apresentou um coeficiente de
incidéncia de 52,7 casos/100 mil habitantes, o maior comparado as demais regies do Brasil.
No aspecto casos novos de TB, a Regido Norte registrou 9.998 e 0 Amazonas com 3.658
casos. A capital Manaus apresentou o coeficiente de incidéncia de 115,8 casos/100 mil
habitantes (BRASIL, 2023).

Perante 0 exposto, este cenario referente a elevadas taxas de coeficiente de incidéncia
de TB séo registradas no Amazonas anualmente. Entre os diferentes fatores associados a
patogénese da TB tem-se os fatores genéticos do hospedeiro, em especial os relacionados ao
status imunolégico, que inegavelmente podem influenciar na variabilidade interindividual
frente a diferentes respostas contra o bacilo e contribuir no desenvolvimento, progressao ou
regressdo da afeccdo. Além disso, podem nos fornecer uma melhor compreensdo das altas
taxas de incidéncia na presente regido (KAUFMANN et al., 2005).

2.3 Resposta imune ao complexo Mycobacterium tuberculosis

A resposta imune ao complexo Mycobacterium tuberculosis é o resultado da interacéo
entre a viruléncia micobacteriana e a resisténcia do hospedeiro de forma independente no qual
0 torna um processo complexo, multifatorial e envolve diversos mediadores quimicos e
componentes da resposta imune inata e adaptativa (COOPER, 2009; CARDONA, 2018; JEE,
2020).
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O bacilo causador da TB infecta um novo organismo humano apds este inalar
goticulas e aerossois contendo bacilos vidveis expelidos por um individuo doente bacilifero
através da tosse, fala, espirro ou canto (O'GARRA et al., 2013). Uma vez inalados, os bacilos
alcancam o espaco alveolar nos pulmdes sendo capturados por células fagocitérias,
principalmente macrdéfagos alveolares residentes que sdo células centrais envolvidas na
resposta imune a TB bem como células dendriticas, neutrofilos e natural killer (LIU et al.,
2017). Assim, inicia-se a primeira linha de defesa denominada resposta imune inata com a
finalidade de eliminar o agente invasor (MARAKALALA et al., 2018).

2.3.1 Resposta imune inata

A resposta imune inata inicia quando as células fagociticas do hospedeiro internalizam
as micobactérias. Essa interacdo patdgeno-hospedeiro ocorre devido a presenca de PRR
(Receptores de reconhecimento padrdo) presentes nas células ou nos liquidos orgénicos que
reconhecem os PAMPs (Padr6es moleculares associados a patdgenos) nos patdgenos (PAI et
al., 2016). Sabe-se que ambas as respostas, inata e adquirida, a infec¢do pelas micobactérias,
em sua grande maioria, dependem do reconhecimento de PAMPs pelos PRRs (COOPER,
2009).

Os PRRs expressos na superficie das células fagocitarias podem ser receptores de
lectina tipo C (CLRs) como manose, molécula ligada a adeséo intercelular tipo 3 grambina
ndo-integrina de células dendriticas (DC-SIGN) e Dectina-1; receptores scavenger (SRs);
receptores de complemento (CRs); receptores Fcy (FcyR); receptores semelhantes a toll
(TLR) e os sensores que formam inflamassomas como receptores da familia NOD (NLR)
(NOD-like receptor (NLR) Family), PYHIN (PYD like and HIN domain-containing proteins)
como AIM2 e TRIM (Tripartite motif proteins) (MORTAZ et al., 2015).

Esses receptores reconhecem PAMPs presentes na parede celular do bacilo da TB
(Lipoarabinomanana, Lipomananas, Fosfatidil inositol-manosideo, trealose dimicolato, acidos
micolicos, arabinogalactana e peptidoglicano) bem como fatores de viruléncia (ESAT-6, CFP-
10) (SHIKAWA et al., 2016). Uma vez estabelecido a interagdo entre PAMPS e PRRs resulta
na ativacdo de vias de sinalizacdo celular como o fator de transcricdo NF-kB (Nuclear factor
Kappa B - Fator de transcrigéo nuclear Kappa B) (KUMAR et al., 2011).
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Diferentes estudos trazem evidéncias do papel critico dos receptores TLR no
reconhecimento das micobatérias de modo que os principais TLRs envolvidos na patogénese
da TB sdo TLR2 (DRAGE et al., 2009), TLR4 (ABEL et al., 2002) e TLR9 (BAFICA et al.,
2005). A interacdo entre TLRs com os PAMPs especificos podem desencadear vias de
sinalizacdo intracelular dependente do recrutamento de algumas moléculas adaptadoras
(MyD88, TIRAP, TRIF e TRAM) ou uma via independente através da producdo de citocinas
pré-inflamatorias (KAWALI; AKIRA, 2006).

Apos a interacdo com MyD88 hé o recrutamento de outras proteinas adjacentes como
membros da familia IRAK e TRAF para o complexo que, por conseguinte, ativa as proteinas
MAPKSs e JNKs e, assim, resultando na ativacdo de diferentes fatores de transcricdo como
fatores regulares de interferon (IRF) bem como NF-kB que induz genes inflamatérios e/ou
IFN tipo | (KAWAI et al., 2006). Mdltiplos sinais dependentes da proteina adaptadora
MyD88, por exemplo, tem sido relacionada a resisténcia do hospedeiro a micobactérias sendo
importante nas respostas pré-inflamatorias geradas na presenca do patégeno (FENG et al.,
2003).

Além desses, tém sido destacado na imunopatogénese da TB os PRR que formam
complexos multiproteicos conhecidos como inflamassoma. Os inflamassomas recrutam
caspase-1, uma enzima que ativa formas precursoras de citocinas (pré-IL1JB e pro-1L18) em
suas formas ativas (IL1p e IL18), fundamentais para o controle da infeccdo, e induzindo a

celula infectada com as micobactérias a piroptose (WAWROCKI et al., 2017).

Outro mecanismo utilizado pelos macréfagos ativados ap6s fagocitarem as
micobactérias é através da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e as espécies
reativas de nitrogénio (RNS), moléculas toxicas para o microrganismo (KUMAR et al., 2011;
ZUNIGA et al., 2012).

Em conjunto, essa primeira linha de defesa entre PRRs-PAMP e as subsequentes
cascatas de sinalizacdo intracelular decorrentes desta interacdo podem resultar na fagocitose,
apoptose, autofagia e ativacdo dos inflamassomas, mecanismos importantes para a defesa do
hospedeiro (LIU et al., 2017).

A resposta imune inata é primordial e eficiente para eliminar o bacilo e conter a
infeccdo precocemente dependendo dos fatores relacionados ao hospedeiro e ao bacilo como:

exposicéo, carga bacilar, duragéo de contato, entre outros (MARTINO et al., 2019). Assim, as
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interacbes do bacilo com o sistema imune inato podem limitar a infeccdo e regular a
imunidade adaptativa (VERRALL et al., 2020; CHAI et al., 2020).

2.3.2 Resposta imune adaptativa

Durante a resposta imune inata, as micobactérias podem evadir do sistema imune
através da inibicdo dos fagossomas (RAMACHANDRA et al., 2001), neutralizacdo das
moléculas efetoras dos macrdfagos ou estimulos de producéo de citocinas inibitorias (IL-10 e
TGF-f) no qual favorece seu crescimento e proliferagio (BHATT; SALGAME, 2007;
ZUNIGA et al., 2012). Com isso, quantidades crescentes desses antigenos s&o expostas e 0
sistema imune do hospedeiro monta respostas especificas contra as micobactérias por meio da
interacdo entre linfocitos com os macrofagos e células dendriticas, desencadeando a
imunidade adquirida (BOOM et al., 2003).

A resposta imune adquirida ao patégeno da TB tem inicio lento em razdo das
caracteristicas do préprio bacilo, pois, 0 mesmo apresenta crescimento lento, e do ambiente
relativamente imunoprivilegiado do tecido alveolar regulado com proteina surfactante
favorecendo a interacdo da micobactéria com os macréfagos, fato que limita a capacidade das
células dendriticas de responderem a infeccdo e migrarem para o linfonodo rapidamente
(BEHAR et al., 2014).

Nove dias apés a infecgdo, as células dendriticas, que sdo as mais especializadas na
ativacdo de linfécitos T naive, localizadas no parénquima pulmonar, migram com os bacilos
internalizados para os linfonodos regionais, iniciando a resposta pelos linfocitos T naive. Nos
linfonodos, as células dendriticas apresentam peptideos dos bacilos expressos em moléculas
de MHC (Complexo principal de histocompatibilidade) aos linfocitos T naive onde 0s
mesmos sdo ativados, se proliferam e se tornam linfocitos efetores (ZUNIGA et al., 2012).

O processamento de antigenos proteicos micobacterianos extracelulares ocorre quando
as APCs internalizam os antigenos em compartimentos vesiculares (endossomas) através de
endocitose ou fagocitose. No interior APCs, a medida que os endossomas se fundem com os
lisossomas, enzimas presentes nessas vesiculas degradam as proteinas em peptideos
micobacterianos. Enquanto isso, no reticulo endoplasmatico, as moléculas de MHC de classe
Il séo produzidas e transportadas para o endossoma, onde h& os antigenos processados,
associada a uma proteina chamada cadeia invariavel. Posteriormente, ocorre a degradacdo da

cadeia invariavel gerando um fragmento que permanece na fenda da molécula MHC Il
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denominado CLIP (peptideo de cadeia invariante associado a classe I1). O CLIP é removido
pela acdo da enzima HLA-DM permitindo a ligacdo dos peptideos na molécula MHC. Assim,
ocorre a associacdo do peptideo a molécula MHC (complexo peptideo-MHC classe Il). Este
complexo € transportado e expresso na superficie celular com os antigenos (ROCHE;
FURUTA, 2015).

Uma vez formados, esses peptideos complexados as moléculas de MHC classe Il séo
expressos na superficie celular do APC e potencialmente reconhecidas pelas células T CD4+
naive. O inicio da polarizacdo dos linfécitos T exige a expressdao de antigenos
micobacterianos em moléculas MHC (sinal 1), comunicacdo das moléculas coestimulatérias
com seus ligantes especificos (sinal 2) e o envolvimento de citocinas inflamatdrias para as
células T (sinal 3) (BEHAR et al., 2014). Destes, o sinal 1 e 2 sdo classicos, sendo a interacdo
com o TCR (Receptor de célula T), o principal sinal (BOOM et al., 2013).

2.3.2.1 Apresentacdo de antigenos micobacterianos aos linfécitos T CD4+ naive

Quando os antigenos micobacterianos sdo expressos em moléculas MHC na superficie
das APCs, estas interagem com linfécitos T CD4+ naive. A comunicacdo ocorre devido 0s
linfécitos T CD4+ naive expressarem TCR. O TCR somente consegue reconhecer o antigeno
se este estiver expresso em moléculas MHC de classe 1l. Além deste sinal, tem-se a interacdo
entre moléculas coestimuladoras presentes no linfcito CD28 com seus ligantes especificos
CD80 (B7.1) e CD86 (B7.2) expressos na superficie celular da APC (CHEN; FLIES, 2013).
Em conjunto, esses dois sinais culminam em eventos celulares como a producédo da citocina
IL-2 que estimulam a ativacdo e diferenciacdo em subconjuntos de linfécitos T CD4+ bem
como medeia a interacdo entre os linfécitos B especificos para o antigeno e os linfécitos T
auxiliares. 1sso promove a sobrevivéncia de linfocitos T efetores especificos para o antigeno,
tentando controlar a infeccdo (ROCHE; FURUTA, 2015).

Dependendo do microambiente de citocinas, a resposta efetora serd direcionada,
principalmente, em diferenciacdo de linfocitos T naive em Tyl produtores de uma importante
citocina envolvida no controle da infecgéo pelo bacilo da TB chamada IFN-y. Além do IFN-y,
h& producdo também de TNF e GM-CSF (Fator estimulador de colnias de granuldcitos e
macrofagos) (DENNIS, 1991). O IFN-y ativa macrofagos regulando iNOS (sintase de oxido
nitrico induzivel) e a sintese de NO (6xido nitrico), importantes moléculas envolvidas na

eliminacdo do bacilo (KUMAR et al., 2011) e parece modular o processamento de antigenos
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no fagossoma em humanos na tuberculose (BOBADILLA et al., 2013). Da mesma forma que
0 IFN-y, o TNF também pode ativar macréfagos de forma isolada ou em conjunto com IFN-y,
induzir a apoptose dos macrofagos infectados com o bacilo bem como favorecer integridade
do granuloma (BEHAR et al., 2014). Assim, essas citocinas cooperam para eliminacdo do
patdgeno e controle da infeccdo (HOSSAIN, NORAZMI, 2013).

Como visto, apos a ativacdo em linfécitos T CD4 efetores ocorrera a expansao clonal e
proliferacdo, resultando em respostas direcionadas as células-alvo que expressam o antigeno
especifico para o patdgeno. Embora a resposta Tyl seja a predominante na resposta imune a
TB, ocorrem também diferenciacdo em linfdcitos T2 (RAJA, 2004) e Tyl7 (ETNA et al.,
2014).

A producdo das citocinas TGF-p (MANGAN et al., 2006) e IL-6 (VELDHOEN et al.,
2006) contribuem para que algumas subpopulacBes de linfocitos T CD4+ naive se
diferenciem em Ty17, células produtoras da citocina pro-inflamatéria IL-17 que é composta
por 6 isoformas (IL-17A a IL-17F) (KOLLS; LINDEN, 2004). IL-17A parece contribuir no
recrutamento de neutrdfilos para o pulméo e células T produtoras de IFN-y (KHADER et al.,
2007) bem como na constru¢do do granuloma, amplificando a resposta contra o bacilo
(SCRIBA et al., 2008). Adicionalmente, IFN-y regula a indugdo dessas células (CRUZ et al.,
2006).

2.3.2.2 Apresentacdo de antigenos micobacterianos aos linfocitos T CD8+naive

Os linfocitos T CD8+ sdo importantes células na defesa contra o bacilo causador da
TB visto que as micobactérias podem residir em vacuolos no interior da célula ou os
antigenos serem produzidos intracelularmente e, assim, estes precisam ser processados e
apresentados via MHC de classe | aos linfocitos T CD8+ conferindo resisténcia a infeccao
(FLYNN et al., 1992; SOUSA et al., 2000; VAN PINXTEREN et al., 2000; LEWINSOHN et
al., 2007).

Classicamente, o processamento dos antigenos micobacterianos citoplasmaticos
envolve, principalmente, a clivagem por complexos enzimaticos com atividade proteolitica
chamados de proteassomas. As proteinas citosolicas direcionadas a esse complexo enzimatico
sdo marcadas com varias ubiquitinas para serem degradadas em peptideos neste
proteasseoma. Uma vez clivados, os peptideos gerados sdo entregues ao reticulo

endoplasmatico (RE) por meio das TAPs (Transportadoras associadas ao processamento de
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antigenos) presentes na membrana do RE e se ligam as moléculas de MHC de classe |
sintetizadas recentemente, ligadas ao TAP através da glicoproteina tapasina. No RE, as
ERAPs (aminopeptidases residentes no reticulo) checam e aparam o pepetideo quanto ao
tamanho adequado para ser ligado a fenda da molécula (VAN KAER, 2002). A tapasina libera
0 complexo peptideo-MHC de classe | e assim sdo transportados para a membrana plasmética
para posterior apresentacdo aos linfocitos T CD8+ (PFEIFER et al., 1993; LEWINSOHN et
al., 2006).

A apresentagdo de antigenos micobacterianos do MHC de classe | envolve além dos
sinais 1 e 2 descritos anteriormente, um sinal 3 gerado pelas citocinas 1L-12 e IFN do tipo 1.
Uma vez ativados, os linfocitos T CD8+ se diferenciam em linfocitos T citotoxicos e
conseguem eliminar as células infectadas com micobactérias através da exocitose de granulos
citotoxicos, interacdo do Fas com o FasL e secrecdo de TNF no qual resulta na apoptose da
célula infectada (FLYNN; CHAN, 2001). Outro aspecto importante que amplifica ainda mais
as respostas contra o bacilo é a producédo de citocina IFN-y, IL-2 e IL-21 pelos linfocitos T
CD4+ que aprimoram e regulam as respostas exercidas pelos linfécitos T CD8+ de modo que
ambas as células cooperam entre si para o controle da infec¢do (GREEN et al., 2013).

No decorrer deste processo, apds a eliminacdo do bacilo, a maioria dos linfécitos T
CD4+ e CD8+ efetores sofrem apoptose e pequenas populacdes desses linfocitos se tornam
células de memodria circulantes que respondem ao antigeno no local da infec¢do e podem se
diferenciar em células T CD8+ efetoras de forma mais répida e produzindo citocinas
(JASENOSKY et al., 2015).

Adicionalmente, dependendo da natureza do antigeno, se este for de natureza
lipidica, glicolipideos ou lipopeptideos derivados de M. tuberculosis (&cidos micolicos e
fosfatidil inositol-manosideo) podem ser apresentados em moléculas semelhantes ao MHC
chamadas de CD1 aos receptores de células T aff ou yd (TCR). Essa interacdo permite a
sintese de IFN-y pelas células T que atuam na eliminagdo dos macrofagos infectados

(COHEN; BRENNER, 2009).

Essas células efetoras migram do linfonodo atraves da circulagéo e se direcionam para
o pulmdo devido aos recorrentes estimulos inflamatérios locais. Nos pulmdes, as células
efetoras especificas para o antigeno ativam as células fagociticas infectadas com as
micobactérias, amplificando a resposta com o intuito de interromper a proliferacdo

micobacteriana. Os linfocitos T CD4+ interagem diretamente com MHC de classe
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Il em macrofagos infectados com M. tuberculosis e com células dendriticas. Os linfocitos T
CD8+ reconhecem antigenos micobacterianos através de MHC de classe | exercendo funcédo
de lise das células infectadas com o bacilo através da liberagdo de granulos (perforina,
granulisina) (MARTINO et al., 2019). Se neste momento, o sistema imune nédo falhar e se
tornar resistente a presencga do bacilo, a resposta tem duragdo de 18 a 20 dias para conter a
infeccdo (COOPER, 2009).

Na resposta imune a TB, existem diversificadas respostas pelos linfécitos T e isso
possibilita que uma variedade de antigenos micobacterianos sejam reconhecidos e, por
conseguinte, haja uma maior capacidade de identificar a presenca do microrganismo (BOOM
et al., 2003).

Além disso, devido aos estimulos inflamatorios persistentes na regido do pulméo, a
producdo de citocinas pelos linfécitos T CD4+ (TNF e IFN-y) e a expressdo de algumas
quimiocinas (CCL3) favorecem o recrutamento de macrdfagos, neutréfilos e linfocitos B, que
podem resultar na formacéo do granuloma (ULRICHS; KAUFMANN, 2006).

O granuloma é um conjunto de células do sistema imunolégico caracterizado na TB
humana por uma regido central por tecido necrético acelular caseoso rodeado pelas células
que o constituem como os macréfagos ativados, células epitelioides e células gigantes de
Langhans, assim como linfocitos T CD4+, T CD8+, linfocitos B, neutrdfilos, células
dendriticas e fibroblastos (SAUNDERS et al., 2007). Este processo se torna um campo de
batalha dindmico com vestigios tanto do patdgeno quanto do hospedeiro e o resultado da sua
formacdo ainda € controverso visto que pode controlar a proliferacdo das micobactérias nos
macrofagos, ao mesmo tempo em que pode causar danos teciduais e ser um microambiente
que permite a manutencédo da infeccdo (RAMAKRISHNAN, 2012; SHALER et al., 2013).

O estabelecimento persistente da infec¢do contribui para a proliferacdo e expansédo das
células T reguladoras (Tregs) na resposta imune a TB. As células Treg suprimem as respostas
Tul com consequente inibicdo de IFN-y favorecendo a persisténcia da infec¢io ao tentar
limitar as respostas dos linfocitos T (RIBEIRO-RODRIGUES et al.,, 2006; SCOTT-
BROWNE et al., 2007; RAHMAN et al., 2009). De forma complementar, no decorrer da
infeccdo cronica ha deficiéncia gradual e progressiva da atividade dos linfocitos T e citocinas
produzidas bem como aumento da expressdo de receptores inibitérios (PD-1) (BEHAR et al.,
2014).
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Assim, o sistema imune do hospedeiro é capaz de eliminar o bacilo através da resposta
imune inata ou os individuos podem desenvolver a TB ativa ap6s a exposi¢do as
micobactérias ou controlar a proliferacdo das micobactérias permanecendo durante anos no
tecido infectado estabelecendo uma infeccdo latente (ou assintomatica) ou a TB latente ser

ativada em situacdes de imunossupressdo (MARTINO et al., 2019).

2.4 Sistema de antigenos leucocitarios humanos (Sistema HLA)

O sistema HLA consiste em um conjunto de genes abundantemente polimorficos
pertencentes a regido do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) contendo
aproximadamente 4 milhdes de bases de comprimento (HUGH et al., 1984; CHOO, 2007).
Este complexo € responsavel por codificar proteinas envolvidas na apresentacdo de antigenos
aos linfocitos T em humanos, sendo assim consideradas componentes chave na regulacéo das
respostas imunes adaptativas e na vigilancia imunoldgica na defesa contra microrganismos
invasores (BODMER, 1997), além do seu importante papel na rejeicdo de transplantes
(MONTGOMERY et al., 2018).

Em humanos, devido a molécula HLA ter sido identificada pela primeira vez na
superficie dos leucdcitos recebeu o nome de Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA -
Human leukocyte antigens) (DAUSSET, 1984; DAUSSET, 1999; THORSBY, 2009). Com
mais de 220 genes de diferentes funcBes e considerados os mais polimoérficos do genoma
humano, o sistema HLA é constituido por trés regides denominadas HLA de classe I, Il e 111
classificadas segundo os critérios que envolvem a estrutura das moléculas produzidos e a
funcdo dos mesmos. Estas regides situam-se no mesmo loci no brago curto do cromossomo 6
na banda 6p21.31 (BORGAONKAR; BIAS, 1974, FRANCKE; PELLEGRINO, 1977)
(Figura 1).
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Figura 1: Estrutura génica do sistema HLA com as regiGes de classe I, Il e I1l. Fonte: Adaptado de Klein et al.,
2000.

Cada regido é constituida por diferentes genes, sendo alguns relacionados diretamente
a resposta imune na apresentacdo e reconhecimentos de antigenos (principalmente, os genes
da regido HLA-I e 1) e os que embora ndo envolvidos diretamente na apresentacdo de
antigenos, estes codificam moléculas regulatorias importantes para a defesa do sistema
imunoldgico contra microrganismos invasores (principalmente, os genes da regido HLA-II1)
(KLEIN et al., 2000).

No locus HLA de classe I, 0s genes estdo localizados na regido telomérica do MHC
sendo responsaveis por codificar tanto proteinas classicas HLA-A, HLA-B e HLA-C quanto
as ndo classicas HLA-E, HLA-F, HLA-G. Nesta regido localizam-se também os genes MICA
e MICB (RIZZO et al., 2016).

Em relacdo a estrutura da glicoproteina HLA de classe |, esta é um heterodimero,
composta por duas cadeias polipeptidicas (o e ). A cadeia o (cadeia pesada e longa)
apresenta os seguintes dominios: al, a2 (ambos dominios de ligagdo do peptideo) e a3
(dominio semelhante a imunoglobulina) que estdo dispostos na regido extracelular continuado
por uma porcdo transmembrana hidrofobica que ancora a molécula na membrana celular e
uma cauda citoplasmatica hidrofilica (Figura 2) (GOLDBERG; RIZZO, 2015). No dominio
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a3 que o CDS se liga. A cadeia curta B (beta-2-microglobulina) é codificada por outros genes
fora do cromossomo 15. A molécula de HLA classe | esté presente na superficie da membrana

das células nucleadas e também na superficie de plaquetas (KLEIN et al., 2000).

A associacdo da [B2-microglobulina com a cadeia o, importante para manter a
conformacdo adequada da molécula, € através de ligacdo ndo covalente. Apds o
processamento, os peptideos sdo carregados na fenda de ligagdo formada pelos dominios al e
a2 de modo que permite a ligacao de cerca de 8-10 aminodcidos (STROMINGER, 1987). A
proteina HLA de classe | acopla peptideos que serdo reconhecidos pelo Receptor de linfécitos
T (TCR) dos linfécitos T CD8+ citotoxico, principalmente em respostas virais e neoplasicas,

mas também com participacdo na resposta imune a tuberculose (SOUSA et al., 2000).

Na regido do HLA de classe Il, os genes localizam-se na regido mais centromérica do
cromossomo codificando moléculas heterodimeras que podem ser classicas HLA-DR, HLA-
DQ e HLA-DP e ndo classicas HLA-DM e HLA-DO. A denominacdo destes genes é em
forma de letras no qual a primeira letra indica a classe (D) e a segunda € referente a familia
(R, Q, P, M e O) podendo vir seguido da cadeia (o ou B) (KLEIN et al., 2000b).

Estruturalmente, a glicoproteina é composta por duas cadeias polipeptidicas (o e B) de
modo que a cadeia o tem os dominios al e 02 e a cadeia B, os dominios Bl e B2, ambos
dominios presentes no exterior da célula continuado por uma porgdo transmembrana
hidrofobica que ancora a molécula na membrana celular e uma cauda citoplasmatica
hidrofilica (Figura 2). No dominio 32 que a molécula CD4 interage com a molécula HLA que
pode estar presentes em células apresentadoras de antigenos como macrofagos, células
dendriticas, linfocitos B e células epiteliais timicas (ROCHE; FURUTA, 2015). A fenda de
ligacdo dos peptideos € aberta entre a regido aminoterminal al e Bl no qual é possivel a
ligacdo de cerca de 13-25 aminoacidos que podem se prolongar para o lado externo da fenda.
Uma vez codificada, a proteina HLA de classe Il acopla peptideos que serdo reconhecidos
pelo receptor de linfocitos T (TCR) dos linfocitos T CD4+ auxiliares, desempenhando
importantes papeis na resposta imune (WILLIAMS, 2001).
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Figura 2: Estrutura da molécula MHC 1 e 1l com seus dominios. Fonte: Adaptado Alberts et al. 2008.

Finalmente, o HLA de classe 111, os genes estéo localizados entre as regides de classe |
e Il e codificam moléculas envolvidas na regulacdo da resposta imune bem como na cascata
inflamatdria, por exemplo: proteinas do sistema complemento, hidroxilase, TNF e
linfotoxinas (CHOO, 2007).

Um fato interessante sobre o sistema HLA é a sua diversidade molecular e gragas ao
avanco nas técnicas moleculares é possivel identificar inmeros alelos. Essas informacdes sdo
continuamente atualizadas devido a complexidade do sistema e isso tem contribuido na
elucidacdo de dados desconhecidos (SHIINA; KULSKI, 2004). Atualmente, existem 38.416
HLA e alelos relacionados para cada gene descritos nas bases de dados. Na Tabela 1 tem-se o
numero de alelos para cada gene, até o presente momento, disponivel no site

http://hla.alleles.org/nomenclature/stats.html.
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Tabela 1: Namero de alelos referentes a cada HLA.

Glicoproteina Numeros de alelos HLA
Alelos HLA Classe | 25.844
Alelos HLA Classe Il 10.970
Alelos HLA 36.814
Outros alelos ndo HLA 805
NUmero de alelos confidenciais 03

Fonte: Disponivel em http://hla.alleles.org/nomenclature/stats.html.
Ultimo acesso em: 14 de novembro de 2023.

Além disso, devido a regido génica do HLA ser considerado altamente polimorfico e
centenas de alelos continuamente sendo identificados para cada gene (Tabela 1), a nomeacéo
de cada alelo HLA tem um namero exclusivo correspondente apresentando até quatro
conjuntos de digitos separados por dois pontos representando a designacdo numérica do alelo.
O Comité de Nomenclatura dos Fatores do Sistema HLA da Organizacdo Mundial da Saude
através de workshops internacionais de histocompatibilidade normatizou a denominacgdo dos

alelos da seguinte forma (Figura 3) (Instituto de Bioinformética Europeia, 2020):

Hyphen used to separate Suffix used to denote
gene name from HLA prefix changes in expression
Separator * ' Field Separators
HLA-A*02:101:01:02N
-
: [ ' ® a '
HLA Prefix Gene Field 4; used to show
' differencesin a
Field 1; allele group non-coding region
Field 2; specific HLA protein

Field 3; used to show a synonymous DNA
substitution within the coding region

© SGE Marsh 04/10

Figura 3: Nomenclatura para alelos HLA. Legenda: Nomenclatura para alelos de HLA de classe I. Disponivel
em http://hla.alleles.org/nomenclature/stats.html.

Em relacdo aos alelos HLA de classe Il segue a mesma regra da nomenclatura para
alelos HLA classe | com a adigdo das cadeias o e P representadas pelas letras A e B,

respectivamente, devido apresentarem mais de uma cadeia polimorfica. No exemplo HLA-
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DRB1*13:01:01:02 apresenta um locus HLA-DRB1 no qual a faz parte da classe D, familia

R, cadeia beta e a designacdo numeérica (Instituto de Bioinformatica Europeia, 2020).

De maneira geral, além do envolvimento na inducdo e apresentacdo de antigenos
durante a resposta imune adaptativa, os produtos gerados pelo complexo sistema HLA sdo
diversos como por exemplo: receptores, moléculas sinalizadoras e reguladoras que medeiam
respostas inflamatorias, assim como interacdes com as células natural killer importantes na
resposta imune inata (SHIINA et al., 2009).

2.4.1 Genes HLA de classe |

Os genes HLA de classe | localizados na regido mais telomérica do MHC séo
responsaveis por codificar proteinas classicas HLA-A, HLA-B e HLA-C, ndo classicas HLA-
E, HLA-F e HLA-G como também apresentam 0s genes relacionados a cadeia de MHC de
classe I (MIC) (Figura 4). Os genes classicos sdo mais polimorficos quando comparadas com
0s genes nao classicos (THORSBY, 2009). Embora estudos tenham descrito que o HLA-B é o
locus mais significativo e polimoérfico da classe I, seguido do HLA-A e HLA-C, outros locus
(HLA-E, F, G, H, J, K e L) podem ndo ser importante como locus para a funcdo de
apresentadores de peptideos, mas podem sim influenciar na regulacdo da resposta
(SHANKARKUMAR ET AL., 2004). Os locus HLA-H, -J, -K, -L, -N, -P, -S, -T, -U, -V, -W
e -Y sdo sequéncias nucleotidicas de DNA com estruturas semelhantes a genes, mas ndo séo
transcritas e, consequentemente, ndo geram produtos proteicos associados denominados
pseudogenes (WILLIAMS, 2001).
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Figura 4: Genes localizados na regido do sistema HLA de classe I. Fonte: Adaptado de TROWSDALE, 2001.

Dentre os HLAs ndo classicos citados, 0 HLA-E e 0 HLA-G sdo bastante investigados
e demonstraram ter fun¢des importantes na TB. O antigeno leucocitario humano E (HLA-E) é
uma molécula deste grupo que vem ganhando destaque pelas suas fun¢des moduladoras tanto

na imunidade inata quanto adaptativa bem como pela sua participacdo na imunopatogénese da
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TB (JOOSTEN et al., 2010; CACCAMO et al., 2015; VAN MEIJGAARDEN et al., 2015;
McMURTREY et al., 2017; PREZZEMOLO et al., 2018).

O HLA-E se caracteriza por sua limitada variabilidade alélica e é expresso
fisiologicamente em diferentes tecidos, células imunoldgicas e, principalmente, células
endoteliais, mas a sua expressdao pode variar dependendo da condicdo patoldgica.
Estruturalmente, a molécula HLA-E apresenta uma cadeia pesada sustentada na membrana e
uma cadeia leve (B2-microglobulina) (JOOSTEN et al., 2016).

Dentre as inumeras fungdes descritas para 0 HLA-E tem-se apresentacdo de antigenos
provenientes de sequéncias sinais compartilhadas por outros membros de HLA-I as células
NK regulando a citotoxicidade dessas células, apresentar aos linfocitos T CD8+ sequéncias
especificas de antigenos para posterior ativacdo, expansao clonal e geracdo de linfocitos T de
memoria (O'CALLAGHAN et al., 1998; LI et al., 2001; GROTZKE et al., 2009; JOOSTEN
et al., 2016). O peptideo complexado a molécula HLA-E pode interagir com receptores
estimuladores (CD94/NKG2C) ou inibidores (CD94/NKG2A) das células NK (BRAUD et al.,
1998; LEE et al., 1988; WADA et al., 2004) como também podem apresentar peptideos aos
TCR aff dependente de CD8 (PIETRA et al., 2001; CACCAMO et al., 2015; JOOSTEN et al.,
2016).

Estudos demonstram que peptideos do bacilo causador da TB podem ser apresentados
por HLA-E aos linfécitos T CD8+ (HEINZEL et al., 2002; JOOSTEN et al., 2010;
CACCAMO et al., 2015; VAN MEIJGAARDEN et al., 2015; McMURTREY et al., 2017;
PREZZEMOLO et al., 2018). Na infeccdo por M. tuberculosis, estudos mostram que nos
fagossomas podem ocorrer 0 processamento com degradacdo proteassomal e transporte com
moléculas TAP e apresentacdo destes antigenos fagossomais por uma via alternativa reticulo
endoplasmatico-fagossoma. Nessa vesicula ha uma expressao aumentada de HLA-E e esse
fato favorece a apresentacdo de peptideos fagossomais em comparacdo com o0s demais
membros de classe | (GUERMONPREZ et al., 2003; HOUDE et al., 2003; GROTZKE et al.,
2009).

Além da TB, a expressao e apresentacdo de antigenos em moléculas HLA-E ja foi
demonstrado em infec¢Bes por citomegalovirus (ULBRECH et al., 2000; PIETRA et al.,
2003; ROMAGNANI et al., 2004), virus Epstein—Barr (JORGENSEN et al., 2012), virus da
hepatite C (SCHULTE et al.,, 2009), Salmonella typhi (SALERNO-GONCALVES et al.,
2004).
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Além do HLA-E, outro gene que tem sido explorado devido a suas fungoes
imunorregulatérias é o HLA-G (R1ZZO et al., 2016). Primeiramente identificado em células
coriocarcinomas (ELLIS et al., 1896), o antigeno leucocitario humano G (HLA-G) foi
caracterizado por apresentar variantes restritas expresso fisiologicamente na superficie de
células fetais chamadas trofoblastos (KOVATS et al., 1990), tecidos imunoprivilegiados
ilhotas pancreéaticas (CIRULLI et al., 2006), cornea (LE DISCORDE et al., 2003), precursores
de linhagens eritrociticas e endoteliais (MENIER et al., 2004), timo em adultos (MALLET et
al., 1999) e liquido amniético (HACKMON et al., 2004) ou na forma soluvel, produzidos por
mondcitos (NGUYEN-LEFEBVRE et al., 2016). O HLA-G possui sete isoformas de
proteinas (HLA-G1 a G7) sendo as isoformas G1 a G4 acopladas a membrana e as G5 a G7

apresentam-se na forma soltvel (PAUL et al., 2000).

O HLA-G se assemelha estruturalmente as moléculas classicas de HLA de classe | de
modo que as isoformas G1 a G7 apresentam em comum no minimo um dominio ol e uma
encurtada cauda citoplasmatica. O HLA-G1 é a isoforma mais completa quanto as
caracteristicas estruturais e a isoforma HLA-G7 constituida apenas pelo dominio al (Figura
5) (DONADI et al., 2011).

uzeu al a1° al
O -0 0 O ¢
S

HLA-G1  HLA-G2 HLA-G3 HLA-G4 HLA-G5 HLA-G6 HLA-G7

}
| |

Isoformas acopladas a membrana Isoformas soltiveis

Figura 5: Isoformas da molécula HLA-G e seus respectivos dominios. Fonte: Adaptado de DONADI et al.,
2011.

Diferentemente de outras moléculas HLA de classe I, o HLA-G ndo interage com
receptores TCR e sim a receptores leucocitarios inibitérios conhecidos como ILT2
(Immunoglobulin-like transcript 2) presentes em linfocitos, células dendriticas, macrdfagos e
células NK e ILT4, expressos restritamente em linhagens mieloides (células dendriticas,
macrofagos e mondcitos), e KIR2DL4 (killer cell immunoglobulin-like receptors) expressos

em células NK e linfécitos T CD8+. Além disso, o0 HLA-G possui maior afinidade de
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interagdo com ILT4 em relacdo as demais moléculas HLA-A, HLA-B e HLA-C (SHIROISHI
et al., 2003).

Estudos tém demonstrado o papel inibitério da HLA-G sobre diversas células efetoras
da resposta imune como linfécitos T CD4+, T CD8+, células NK e lise de células Tyd bem
como efeitos sobre a maturacdo e funcionalidade das APCs (CAROSELLA et al., 2008).
Adicionalmente, tem sido destacado a fungdo tolerogénica da molécula HLA-G de inibir a
proliferacdo dos linfécitos T CD4+ resultando em apoptose das células T CD8+ e indugdo das
células T reguladoras supressoras (SAURABH et al., 2016).

A expressdo do HLA-G € induzida em diversas condi¢des patoldgicas, como infecgdes
virais (HIV, citomegalovirus, virus da influenza A, virus do papiloma humano, hepatite B e
C), bacterianas (Pseudomonas aeruginosa, H. pylori) (AMIOT et al., 2014; RIZZO et al.,
2017), parasitarias (leishmaniose visceral) (DONAGHY et al., 2007), doengas inflamatorias,
autoimunes (lGpus eritematoso sistémico) transplantes e neoplasias malignas (LEMAOULT et
al., 2003; MORANDI et al., 2016).

Na TB, embora a funcdo do HLA-G nédo seja completamente esclarecida e expressdes
desta molécula foram demonstradas na TB (ZHAO et al., 2005), um estudo realizado por
Saurabh et al. (2016) destacam o papel promissor como biomarcador desta molécula nas
diferentes formas clinicas de TB ao avaliarem o perfil de expressdo tanto do HLA-G ligado a
membrana quanto do HLA-G soluvel, na TB pleural comparada a TB miliar.

Neste mesmo estudo foi demonstrado niveis elevados do HLA-G sollvel em pacientes
com TB miliar quando comparados a TB localizada ativa, sugerindo que este aumento do
HLA-G solavel pode estar mediando a inducdo de FoxP3 e aumento da IL-10 pelas células T
regulatorias, fato este que pode estar favorecendo a imunossupressédo e evolucao para a forma
disseminada da doenca (SAURABH et al., 2016).

Adicionalmente, outro achado que traz evidéncias da participacdo desta molécula na
TB foi ap6s o bloqueio do HLA-G que resultou no aumento significativo da producéo de IFN-
v e TNF-a por linfécitos T em pacientes com TB pleural, indicando que o HLA-G suprime a
producéo de IFN-y ¢ TNF-a por células T (SAURABH et al., 2018). A interacdo da molécula
HLA-G com receptores dos linfocitos T (ILT4) parece aumentar a producéo de citocinas com
perfil Th2 (IL-10, IL-4 e IL-13) e diminuir as citocinas com perfil Thl (IFN-y, IL -2 e TNF-

a), importantes citocinas envolvidas no controle da infec¢do por micobactérias. Associados a
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esses fatores, a elevada expressédo do HLA-G nas neoplasias malignas e nas infeccdes virais
bem como nas infecgdes bacterianas podem favorecer a evasdo desses agentes do sistema
imune do hospedeiro (KANAI et al., 2001).

Além disso, pesquisas tém destacado o papel imunomodulador do HLA-G em algumas
condi¢des patologicas no qual pode contribuir para evasdo de microrganismos devido a
supressao das respostas do sistema imune e assim favorecer a disseminagdo do patdgeno no
hospedeiro (DONADI et al., 2011; FAINARDI et al., 2011).

Adjacente ao locus dos genes classicos HLA-B e HLA-C tém-se alguns membros da
familia dos genes MIC: MICA (Major histocompatibility complex class | chain-related genes
A) e o gene MICB (Major histocompatibility complex class | chain-related genes B)
considerados genes funcionais que codificam uma glicoproteina de superficie celular
relacionada com a cadeia de classe | do MHC (Figura 6) (BAHRAM et al., 1994).

Estruturalmente, as moléculas codificadas pelos genes MICA e MICB contém trés
dominios extracelulares (al, 02 e 03), um dominio transmembranar e uma causa
citoplasmatica sendo que ndo estdo associadas a um dominio B2-microglobulina. Cada
dominio é codificado por uma regido exdnica distinta (Figura 6) (BAHRAM et al., 1994;
FODIL et al., 1996; BARANWAL; MEHRA, 2017). Além desses, faz parte dessa familia de
genes outros cincos conhecidos como pseudogenes (MICC, MICD, MICE, MICF e MICG)
situados ao longo da regiéo de classe | (BAHRAM et al., 1996).


http://www.frontiersin.org/people/u/109668

43

Chr-6 g-arm p-arm el
Y Activation
), G T

213
\ 4

/\ NKG2D

Receptors

/ Class Il MHC Class Ill MHC Class | MHC \
| | | [ 1 I

DP DQ DR B C A
'Y 'Y YY1 Y MICB MICA A A .
N I I I IS I F D S I . = . %_ I |
oV L A (A A A/ 44 Kb '
A Immunoglobulin
like domain
/ Sequenced alleles - 105; Protein variants - 82; Null alleles - 02 \
(http://hla.alleles.orginomenclature/stats.html, Apr 14, 2016)
Ex Ex2 Ex3 Exd Ex5 Ex6 TransmembraneOooooo 2¢4
X A X X X X rgon 0000000Q004¢
5/ W 3’
Int1 a1 domain Int2 a2 domain Int3 a3 domain Int4 Int5 Cytoplasmic MICA

region

Figura 6: Localizacdo genética dos genes MIC na regido do HLA de classe | e a proteina codificada MICA.
Membros da familia dos genes MIC, MICA e MICB, localizam-se na regido do MHC de classe | e estruturas
proteicas sdo codificadas por exons diferentes. O exon 2 codifica o dominio al, exon 3 o dominio a2, o exon 4 o
dominio a3, exon 5 codifica a regido transmembranar ¢ o exon 6 a cauda citoplasmatica. Fonte: Adaptado de
BARANWAL; MEHRAI, 2017.

Em relacdo aos genes MIC, o MICA é o mais estudado e caracterizado em comparagao
com MICB. A proteina MICA é expressa em condi¢Ges de estresse ou lesdo celular em
diferentes tecidos e células como mondcitos, endoteliais, fibroblastos, epitélio gastrico,
queratinocitos (ZWIRNER et al., 1997; ZWIRNER et al., 1999). Embora a proteina MICA
ndo seja expressa em linfocitos T e B em repouso, a expressao desta pode ser estimulada pela
producdo de IL-2 e resultar numa baixa expressdo em linfocitos T CD4+ ativadas
(MOLINERO et al., 2006). A proteina MICA apresenta formas acopladas a membrana e
soltvel (MICAs) (SCHRAMBACH et al., 2007).

As proteinas MICA ndo estdo envolvidas na apresentacdo de antigenos aos receptores
TCR dos linfocitos T devido a diposi¢do da propria estrutura molecular que é desordenada e
flexivel do sulco da hélice a2 (SCHRAMBACH et al., 2007), mas essas proteinas interagem
com receptores ativador NKG2D presentes na superficie das células natural killer, linfdcitos
T yd e T CD8+ afy (LANIER et al., 2005) resultando em uma atividade citotdxica das células
gue expressam MICA e, assim, eliminando estas células estressadas (BAUER et al., 1999;
BAHRAM et al., 2005; BARANWAL; MEHRA, 2017).
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Estudos tém demonstrado que em infeccBes bacterianas, virais e em neoplasias ha
aumento da expressdo MICA sinalizando que a célula estd em sofrimento ou perigo e a
interacdo de MICA com receptores NKG2D resulta na eliminacdo das células infectadas
(DAS et al., 2001). Na infeccdo por M. tuberculosis, poucos estudos experimentais em
modelos animais foram conduzidos para avaliar a participagdo desta proteina na
imunopatogenia da doenca, mas diante das inimeras fungBes e a relacdo existente entre
interacdo dos receptores NKG2D das células NK com MICA liberar IFN-y, uma citocina
chave na resposta imune a TB, torna-o um importante gene a ser estudado (SOUZA et al.,
2012; CHEN et al., 2019).

Diante do exposto, os genes HLA de classe | que codificam importantes proteinas
envolvidas na apresentacdo de antigenos bem como na modulagdo das respostas imunoldgicas
certamente sdo moléculas que representam um alvo promissor de investigacdo na area da

imunologia, principalmente no contexto de doencas infecciosas (JOOSTEN et al., 2016).

2.4.2 Genes HLA de classe 11

Como visto, os genes de HLA classe 1l estdo localizados na regido mais centromérica
do cromossomo contendo os genes HLA-D com as seguintes sub-regides HLA-DR, HLA-DQ
e HLA-DP, genes cléssicos, e ndo classicos HLA-DM e HLA-DO. Cada molécula HLA-DR,
DP e DQ apresentam uma ou mais sub-regides com os genes A e B, responsaveis por
codificar as cadeias a ¢ B da molécula. A familia de genes DR contem Unico gene DRA, que
ndo apresentam variantes, enquanto a familia DRB tem até nove genes DRB (DRB1 a DRB9)
(CHOO, 2007). Outra caracteristica desta regido é que genes considerados ndo-HLA estdo
presentes neste locus, por exemplo: transportador associado ao processamento de antigeno
TAP1 e TAP2 (TROWSDALE; KNIGHT, 2013), PSMB8 e PSMB9 responsaveis por codificar
subunidades com propriedades cataliticas do proteassoma relacionados a degradacdo de
proteinas (VAN KAER, 2002) e TAPBP, codifica a proteina de ligacdo a TAP (TENG et al.,
2002) (Figura 7).
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Figura 7: Genes localizados na regido do sistema HLA de classe Il. Fonte: Adaptado de TROWSDALE, 2001.

Os genes classicos codificam proteinas HLA de classe 11 chaves para respostas imunes
adaptativas, pois além de serem proteinas centrais na apresentacdo de peptideos ao receptor
das células T CD4+ e serem necessarias para a autotolerancia, variagdes genéticas nessa
regido tém sido associadas a diferentes doengas autoimunes, inflamatorias e infecciosas
(HANDUNNETTHI et al., 2010).

As moléculas HLA-DR, HLA-DQ e HLA-DP sdo codificadas por diferentes locus no
gene no qual apresentam cerca de 70% de semelhancas. Uma grande caracteristica destas
moléculas é a diversidade de variantes existentes. As variantes destas moléculas estdo
presentes nos seus respectivos dominios sendo para HLA-DR localizados no dominio B1 ¢
para as moléculas HLA-DQ e HLA-DP nos dominios al ¢ B1, locais de ligagdo de peptideos
(DONADI, 2000). Dentre os HLAs de classe Il classicos, o HLA-DR é o mais
extensivamente pesquisado e HLA-DP pouco se tém estudos sobre essa molécula em

comparagdo com os demais (VAN LITH et al., 2010).

Atualmente, ja foram descritos 10970 alelos para HLA de classe Il sendo 65 alelos
para o gene DRA, 4530 para DRB, 688 para DQA1, 42 para DQA2, 2491 para DQB1, 619 para
DPAL, 5 para DPA2, 2393 para DPBL1, 6 para DPB2, 58 para DMA, 82 para DMB, 92 para
DOA e 63 para DOB. Para o0 gene DRB tem-se 3,588 alelos para DRB1, 1 para DRB2, 482
para DRB3, 248 para DRB4, 199 para DRBS5, 3 para DRB6, 2 para DRB7, 1 para DRB8 e 6
para DRB9 (Instituto de Bioinformatica Europeu-EBI/IMGT-HLA, 2023).

Diferentemente, os genes ndo-classicos codificam proteinas que embora semelhantes a
cadeia a e B do HLA de classe II, ndo ocorre expressao na superficie celular e suas fungdes
estdo ligadas ao carregamento de peptideos de moléculas HLA classe Il em compartimentos
endossdmicos/lisossomais, e assim modulam a incorporacdo de peptideos nas moléculas

classicas. O locus HLA-DM ¢é expresso em células apresentadoras de antigeno de classe Il e €
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composto por um gene de cadeia a, DMA, e um gene de cadeia §, DMB. No locus HLA-DO,
os genes a ¢ B estdo localizados em regides distantes um do outro, ou seja, separado por
varios outros genes (HLA-DM e TAP) e este é expresso em linfocitos B (ALFONSO;
KARLSSON, 2000; TING; TROWSDALE et al., 2002).

Essas moléculas tém sido associadas a diferentes doencas como diabetes do tipo 1,
artrite reumatoide e esclerose multipa (JONES et al., 2006). Estudos de associa¢des genéticas
em alelos em genes HLA de classe Il com a TB tém sido descritas por pesquisadores
(RAVIKUMAR et al., 1999; SHI et al., 2011; MAGIRA et al., 2012; SOUZA DE LIMA et
al., 2016). Alelos em HLA foram associados a TB pulmonar HLA-DRB1*1501 e HLA-
DQB1*0601 em pacientes com expectoracdo positiva na populacao indiana (RAVIKUMAR
et al., 1999). Outro estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa identificou subtipos do
alelo HLA-DRB1*04 associados a TB pulmonar na populacdo amazonica sendo o subtipo
HLA-DRB1*04:11:01 associado ao aumento do risco de desenvolvimento de TB pulmonar e
HLA-DRB1*04:07:01 a protecdo (SOUZA DE LIMA et al., 2016). Conjuntamente, esses
dados reforcam cada vez mais que esta regido também representa um alvo a ser investigado na
TB.

2.4.3 Genes HLA de classe 111

Os genes HLA de classe Il situam-se entre a regido de classe Il mais centromérica e
classe I, mais telomérica. Neste locus, localizam-se diferentes genes que codificam proteinas
envolvidas em um amplo espectro de funcBGes do sistema imune, por exemplo: genes que
codificam proteinas do sistema complemento (C2, C4A, C4B, Fator B), enzimas relacionadas
com a sintese de esteroides, proteinas do choque térmico, fatores de necrose tumoral (TNF) e
as linfotoxinas alfa (LT-a) e beta (LT-p) (Figura 8) (DONADI, 2000; TROWSDALE, 2001).
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Figura 8: Genes localizados na regido do sistema HLA de classe I11. Fonte: Adaptado de TROWSDALE, 2001.
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Na regido de HLA de classe Ill estdo localizados genes que codificam membros
centrais da superfamilia de ligantes TNF (TNFSF) como as citocinas TNF, LT-a. e LT-$
apontando cerca de 30% de homologia de aminoacidos em comum (LOCKSLEY et al., 2001;
MacEWAN, 2002; XU et al., 2017). De modo geral, sdo citocinas envolvidas tanto na
resposta imune inata quanto adaptativa (UPADHYAY; FU, 2013), participando e regulando
uma variedade de processos como inflamacao, diferenciacdo celular e apoptose (ETEMADI et
al., 2013). Além disso, essas citocinas tém sido associadas a fungBes importantes na
imunopatogénese da TB (ROACH et al., 2001; EHLERS et al., 2003; ALLIE et al., 2010).

O TNF (TNF-o) é uma potente citocina transmembrana do tipo Il codificada pele gene
TNF, estimulado pelo processo infeccioso, estresse celular, inflamagédo, neoplasias e induz a
sintese de outras citocinas como IL-6 e quimiocinas (CCL2, CCL4) (ROACH et al., 2002). A
proteina pode apresentar-se em duas isoformas biologicamente ativas, solivel ou ancorada na
membrana celular, podendo ser sintetizada por diferentes células, principalmente macréfagos
e monacitos ativados pela interacdo com receptores TLR como também linfécitos T CD4+ e
T CD8+ apds interagdo com antigenos, mastocitos, células NK, células dendriticas (Figura 9)
(CROFT etal., 2009).

O TNF é produzido primeiramente ancorado a membrana celular com seus dominios
intracelulares e extracelulares e é clivado por uma enzima metaloproteinase conhecida como
TACE (Enzima conversora do TNF) resultando numa forma homotrimera que pode se ligar
aos receptores TNFR1 (Tumor necrosis factor receptor 1), expresso em diferentes tecidos
(CHEN; GOEDDEL, 2001), e TNFR2 (Tumor necrosis factor receptor 2), expresso em
células imunoldgicas e endoteliais (WAJANT et al., 2003). Por meio da ligacdo do TNF com
0s receptores que a bioatividade da proteina é exercida visto que a interagdo TNF-TNFR1
desencadeia intracelularmente na ativacdo do fator de transcricdo NF-kB e com isso
transcreve moléculas envolvidas no processo inflamatério e apoptose. TNF-TNFR2 resulta na
sobrevivéncia das células (HUDDLE, 2014) bem como parece aumentar a manutencdo,

expansdo e funcéo das células Treg (YANG et al., 2018).
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Figura 9: Formas biologicamente ativas do TNF, solivel e ancorada a membrana, e sua interagdo com 0s
receptores TNRF1 e TNRF2 resultando no efeito biolégico. Fonte: Adaptado de Bremer, 2013.

Dentre o amplo espectro de atividades biologicas descritas para 0 TNF, esta € uma
citocina caracterizada pelos seus efeitos pleiotropicos e pro-inflamatérios na defesa do
hospedeiro contra uma variedade de microrganismos intarcelulares. Além disso, atua na
proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo celular bem como desempenha a¢des apoptdticas
em células-alvo (BREMER et al., 2013), quimiotaxia de células e controle do processo
neoplasico (HEHLGANS; PFEFFER, 2005; BREMER, 2013).

O equilibrio das fungcdes mediadas pelo TNF é crucial para que suas propriedades
inflamatdrias e imunoestimulatérias ndo o caracterizem como um mediador responsavel pelo
desenvolvimento de doencas autoimunes como ocorre na artrite reumatoide (MATSUNO et
al., 2002; VASANTHI et al., 2007), doenga de Crohn (MAEDA et al., 1992; ARMSTRONG
et al., 1997) e espondilite anquilosante (LANGE et al., 2000).

Por outro lado, artigos publicados descrevem o TNF como uma importante citocina no
controle de doencas infecciosas visto que camundongos deficientes de TNF e o receptor
TNFR1 foram mais suscetiveis a infeccdo causada por Listeria monocytogenes (NAKANE et
al., 1988; PFEFFER et al., 1993; ROTHE et al., 1994; ENDRES et al., 1997), Histoplasma
capsulatum (ALLENDOERFER; DEEPE, 1998), Leishmania major (VIEIRA et al., 1996) e
Trypanosoma cruzi (CASTANOS-VELEZ et al., 1988).
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Na infeccdo por M. tuberculosis, 0 TNF é uma das primeiras citocinas sintetizadas
logo ap6s a interacdo do patdgeno com os macrdfagos do hospedeiro (WAJANT;
SIEGMUND et al., 2019). O TNF estimula a fagocitose dos bacilos pelos macréfagos ao
mesmo tempo em que induz a producdo de espécies intermedidrias reativas de oxigénio para
eliminar os bacilos viaveis nas células sendo essas a¢fes potencializadas em combinagdo com
IFN-y (LIN et al., 2007).

Estudos experimentais demonstram o efeito protetor desta citocina na TB (FLYNN et
al., 1995; BEAN, 1999; BEKKER et al., 2001; MOHAN et al., 2001). No estudo de Botha;
Ryffel (2003), camundondos knockout para TNF infectados com cepas de M. tuberculosis
H37Rv resultou na reativacdo da infeccdo caracterizada com cargas micobacterianas elevadas
nos pulmdes, baco e figado. Outro papel do TNF na infeccdo por M. tuberculosis envolve a
sua participacdo na estruturacdo, organizacdo e dindmica da formacdo do granuloma
(ROACH et al., 2002).

Interessantemente, 0 TNF é uma das citocinas mais importantes na defesa contra o
bacilo causador da TB e individuos tratados com antagonistas do TNF denotam um risco
elevado de reativacdo de infeccOes latentes, principalmente ocasionada por M. tuberculosis
com progressdo rapida da infeccdo (SOLOVIC et al., 2010).

No que diz respeito a LT-a e LT-B, estas sdo formas de moléculas triméricas
pertencentes ao complexo sistema linfotoxina que apresentam diferencas na estrutura, na
localizagdo, na interagcdo com receptores celulares e podendo atuar de maneira isolada ou em
associacdo, mas gue tem ganhado destaque por serem reguladores envolvidos na organizacédo
do tecido linfoide (LU; BROWNING, 2014).

A LT-a é uma citocina secretada codificada pelo gene LTA anteriormente denominada
Fator de Necrose Tumoral Beta (TNF-B) caracterizada como o homélogo mais proximo do
TNF (HUDDLE, 2014). Estruturalmente, a molécula é constituida de trés dominios
homdlogos (a3) (DRUTSKAYA et al., 2010). A proteina codificada pode ser produzida
predominantemente por linfécitos T CD4 e CD8 ativados bem como linf6citos B e em células
NK (REMOUCHAMPS et al., 2011). Da mesma forma como ocorre com a citocina TNF, esta
pode interagir com receptores de TNF, TNFR1 (MacEWAN, 2002) e TNFR2 (MEDLER;
WAJANT, 2019).


https://iubmb.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Drutskaya%2C+Marina+S
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Entre as atividades sugeridas para LT-o tem-se participacdo no desenvolvimento de
orgdos linfoides (FU; CHAPLIN, 1999), inducdo do processo inflamatério (CUFF et al.,
1998), controle no processo infeccioso (UPADHYAY; FU, 2013), recrutamento de linfocitos
provenientes do estimulo de moléculas de adesdo em células endoteliais (POBER et al., 1997)
e atividades citotoxicas (WAR, 2008). No entanto, a maioria das pesquisas foi realizada em
modelos animais e, consequentemente, 0S mecanismos exatos envolvidos em humanos nao

sdo completamente esclarecidos e necessitam de mais estudos (ETEMADI et al., 2013).

A LT-B é uma citocina pro-inflamatéria limitada a superficie membranar celular
codificada pelo gene LTB conhecido como fator de necrose tumoral C (TNFC) que estabiliza
a LT-o @ membrana celular. A combinagdo dos heterotrimeros LT-a e LT-3 origina a forma
LT-op (BROWNING et al., 1993). Destes, tem-se duas formas: LT-alB2 e LT-a2fB1
(REMOUCHAMPS et al., 2011).

A LT-alp2 é constituida por uma molécula alfa e duas moléculas beta sendo a
isoforma mais comum presente na superficie dos linfocitos com forte afinidade pelos LTBR,
receptor de LT-B. Esta interacdo é fundamental para a manutencdo da estrutura,
microambiente e homeostasia do tecido linfoidle (GOMMERMAN; BROWNING, 2003),
assegurando resposta imune adequada contra microrganismos (REMOUCHAMPS et al.,
2011). A forma LT-a2p1 (duas moléculas alfas e uma molécula beta) interage com TNFR1 e
TNFR2. Ambas as interagbes com TNFR1 e LTPR resultam na ativagdo do fator de

transcricdo NF-kB induzindo a expresséao de genes do processo inflamatério (WAR, 2005).

Adicionalmente, estudos apontam a participacdo de linfotoxinas na proliferacéo,
diferenciacdo e funcdo efetora das células NK (SCHNEIDER et al., 2004) bem como acgdo
conjunta com TNF na conexdo com outras moléculas (membros da familia TNF, IFN e
quimiocinas) formando redes de sinalizacdo complexa importantes para a eficiéncia das

respostas imunologicas (WAR, 2005).

Estudos sugerem o envolvimento das linfotoxinas na patogenia de diferentes doencas,
por exemplo, a LT-o favorecendo o desenvolvimento de artrite reumatoide (CALMON-
HAMATY ET AL., 2011; HIROSE et al., 2018) e diabetes do tipo 1 (ETTINGER et al.,
2001). Além do mais, estudos em modelos animais tém demonstrado o papel essencial das
linfotoxinas na resisténcia a diferentes infecgdes, por exemplo: Staphylococcus aureus
(HULTGREN et al., 1998), Toxoplasma gondii (SCHLUTER et al., 2003), Leishmania
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donovani (ENGWERDA et al., 2004), Listeria monocytogenes (EHLERS et al., 2003;
ROACH et al., 2005), Plasmodium sp. (ENGWERDA et al., 2002; TOGBE et al., 2008),

inclusive por M. tuberculosis.

Experimentos em camundongos knockout para LTBR (EHLERS et al., 2003) ¢ LT-a
infectados com M. tuberculosis resultaram no aumento da infeccdo com elevada carga
micobacteriana principalmente no pulmdo quando comparados com o0s camundongos
selvagens (ROACH et al.,, 2001). Similarmente a esses resultados, Allie et al. (2010)
demonstraram que camundongos LT-o '~ infectados com M. tuberculosis e M. bovis bacilo
Calmette-Guérin (BCG) ocasionou aumento descontrolado da carga bacilar, desenvolvimento
anormal do granuloma, necrose e diminui¢do de 6xido nitrico sintase pulmonar independente
de TNF.

Diante do exposto, o sistema HLA, além de ser bastante complexo e altamente
variante, classicamente esta implicado na apresentacdo de antigenos bem como na regulacéo e
vigilancia do sistema imunologico, a0 mesmo tempo em que é constituido por uma variedade
de genes dos quais codificam proteinas com func@es ainda desconhecidas (TROWSDALE;
KNIGHT, 2013). Nesta perspectiva, a diversidade de sequéncias gendmicas, aspectos
funcionais, interacGes, expressao génica, variagcbes de nucleotideo Unico e de hapl6tipos do

HLA constituem alvos interessantes de investigacdo (SHIINA et al., 2009).

2.5 Variantes de nucleotideo unico (SNV)

Em humanos, um dos parametros capazes de nos ajudar a decifrar diferentes respostas
frente a um patdgeno € a variabilidade genética no qual esta integra, além da sequéncia
génica, interacbes entre DNA, RNA, traducdo em proteinas, regulacdo da transcricdo e
variantes presentes no codigo genético humano (MARQUES et al., 2016).

Pesquisas sobre variantes genéticas presentes no ser humano tem sido bastante
realizadas e identificadas para uma melhor compreensdo das carateristicas fenotipicas e
associacdo com suscetibilidade a doengas (GRAY et al., 2000; MARCHINI et al., 2005),
principalmente aquelas cuja complexidade pode ser influenciada por fatores genéticos do
hospedeiro que certamente refletem na variabilidade interindividual no desfecho da TB
(ABEL et al., 2014).



52

Conforme a Ultima atualizacdo da Human Genome Variation Society (HGVS), em
2016, os termos mutacdo e polimorfismo foram abolidos e recomenda-se a utilizagdo de
termos neutros como variante, com o intuito de evitar confusdes quanto a definicdo e
conotacdes negativas (RICHARDS et al., 2015; DEN DUNNEN et al., 2016).

Assim, existem diferentes tipos de variantes sendo as mais comuns que ocorrem no
genoma humano: exclusdo (del) quando a alteracdo de um ou mais nucleotideos ndo estdo
presentes; insercdo (ins), alteracdo de um ou mais nucleotideos que sdo inseridos em uma
sequéncia; exclusdo/insercdo (indel), alteragdo de um ou mais nucleotideos que estdo faltando
e foram substituidas por vérias novas letras; inversdo, mudanca onde mais de um nucleotideo
substitui a sequéncia original e é o complemento reverso da sequéncia original (exemplo:
CTCGA para TCGAG) e de substituicdo, alteragdo onde um nucleotideo é substituido por
outro nucleotideo como nas variantes de nucleotideo Gnico (SNV-Single Nucleotide Variant)
(DEN DUNNEN et al., 2016).

O SNV ¢ variacdo genética mais habitual de ser encontrada no genoma humano em
que ocorre a mudanca de apenas um Unico nucleotideo na sequéncia gendmica especifica (por
exemplo, A>C, A>T, A>G). No genoma humano, os SNV sdo encontrados mais
frequentemente em regides ndo-codificantes (introns), mas podem estar presentes em regioes
codificantes (exons) e na propria regido promotora (WANG; MOULT, 2001; BROMBERG,;
ROST, 2007).

Os SNV podem ser classificados quanto ao tipo de base em transicdo ou tranversdo e
guanto aos efeitos resultantes dos SNV codificadores no processo de transcricao/traducdo em
sinbnimos, também denominado silencioso, ou variantes ndo-sinénimos. Quanto ao tipo de
base, uma variante é denominada de transicdo quando ha substituicdo de um nucleotideo da
mesma classe de bases, ou seja, alteracdo de uma nucleotideo de purina por outro de purina
(por exemplo: A>G) ou a alteracdo de uma base pirimidina por outra pirimidina (por
exemplo: C>T). Na transversdo, a substituicdo de nucleotideos ocorre por classes de bases
diferentes, ou seja, substituicdo de um nucleotideo de purina por pirimidina (A ou G > T ou
C) ou de pirimidina por purina (Cou T > A ou G) (BROMBERG; ROST, 2007).

Quanto aos efeitos resultantes no processo de transcri¢do/tradugdo, uma variante é
denominada sindnima quando a substitui¢do resulta um cdédon que gera 0 mesmo aminoacido
de modo que ndo altera a sequencia do aminoacido da proteina resultante (HUNT et al.,

2009). Variantes ndo-sinbnimas (nsSNVs-nonsynonymous) resultam em sequéncias de
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aminoacidos alteradas gerando impactos na funcéo e estrutura da proteina no qual podem ser
missense, alteragdo no aminoacido, e nonsense, gera um stop codon (SUNYAEYV et al., 2000;
SCHAEFER et al., 2012). Destes, SNV considerados ndo-sinbnimos e regulatorios constituem

as variantes que representam grandes consequéncias no fenotipo (NG; HENIKOFF, 2006).

SNV localizados em regides nao-codificantes podem ser 5’UTR, 3° UTR, introns,
regides intergénicas, pseudogenes e em alvos regulatérios (splicing, regulacéo transcricional e
traducional bem como nos sitios regulatérios de miRNA). Embora o papel funcional de
variantes genéticas em regides intrénicas, em sua maioria, seja desconhecido, sabe-se que
SNV nessas regides podem influenciar na regulacéo da expressdo génica através da interacao
com pequenos RNAs ndo-codificadores microRNA (miRNA) no qual afeta a regulacdo pos-
transcricional, estabilidade e traducdo do RNAm. Além desse, tém-se 0os RNAs ndo-
codificadores longos que parecem estar envolvidos no controle da expresséo do RNAm
(WARD; KELLIS, 2012).

Estudos caso-controle dentro da genética de populacfes associam diferentes variantes
com protec¢do ou predisposicao a doencas sejam infecciosas, autoimunes ou neoplésicas numa
determinada populacdo estudada (CHAKRAVARTI, 2001). Neste contexto, variantes
genéticas em componentes do sistema imune representam um interesse promissor para uma
melhor compreensdo da complexidade de uma doenga, principalmente na TB, visto que dos
individuos que sdo expostos ao bacilo, 10% desenvolvem a TB ativa e 90% podem evoluir
para TB latente (SHALER et al., 2012).

2.6 AssociacOes de SNV em genes do sistema HLA nas doencas
infecciosas

Como abordado, o sistema HLA é conhecido por apresentar inlmeras variantes
genéticas no qual o torna um importante componente de investigacdo em doencas
transmissiveis e ndo transmissiveis (MATZARAKI et al., 2017; SANCHEZ-MAZAS, 2020).
A variabilidade deste sistema, em sua maioria, tem influéncia da diversidade de patdgeno
(CAGLIANI; SIRONI, 2013). Além da existéncia da variabilidade em loci HLA e diferencas
nas frequéncias alélicas e haplotipicas dependendo da populacdo, estudos de associacdo
genética em genes do sistema HLA tem sido realizadas em diferentes populagfes. Essas
caracteristicas contribuem para tracar e desvendar o perfil dos individuos de uma determinada
regido (GRAY et al., 2000; TRAHERNE, 2008).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Traherne%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18397301
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Estudos envolvendo SNV em genes do sistema HLA que modulam ou controlam a

resposta imunoldgica em doencas infecciosas tém aumentado visto que alguns deles ja foram

encontrados associacdes quanto a protecdo ou suscetibilidade numa variedade de doencas

infecciosas como apresentado na Tabela 2.

Tabela 2: Estudos de associacdo de variantes genéticas no sistema HLA em doencas infecciosas. ID SNV:
identificacdo da variante de nucleotideo Unico.

Doenca ID SNV/ Tipo de Associacao Populacao .
- Gene - Referéncia
Infecciosa alelos variante encontrada estudada
rs2523608 Prote¢do Afro-
HLA-B C>T Intron (Alelo T) AMericanos Pelak et al., 2010
Aids Fellay et al., 2007;
) rs9264942 Prote¢éo . Fellay et al., 2009;
HLAC T>C Intron (AleloC) | ©CRUCASIaNaS | coah et al.,2000;
Bardeskar et al.,2016
rs3130542 Risco . Hu et al., 2013; Zhu et
HLA-C ASG Intron (Alelo A) Chinesa al. 2017
Wang et al., 2011;
rs3077 , Prote¢éo o Brienetal., 2011;
HLA-DPAL T>G 3UTR (Alelo T) Asiaticas | o0 et al., 2011; Zhu
etal., 2017
x o Kamatani et al.,2009;
HLA-DPB1 | 89277535 3°UTR Protecdo ASIAUCas | \nang et al., 2009; Zhu
G>A (Alelo A)
etal., 2017
rs9277378 Risco .
HLA-DPB1 GSA Intron (Alelo A) Chinesa Wong et al., 2013
: rs9277496 Risco .
Hepatite B HLA-DPB1 CsT Intron alelo T) Japoneses Nishida et al., 2016
rs9380343 Risco -
HLA-DPB2 CsT Intron (Alelo T) Turca Akgollu et al., 2019
HLA-DQAZ2 rs2856718 Rico
e HLA-DQB ASG Intron (Alelo G) Japonesa Mbarek et al., 2011
HLA-DQB1 rs9368737 Risco —_
upstream T>C Intron (Alelo C) Japoneses Nishida et al., 2016
rs7453920 Risco
HLA-DQB2 ASG Intron (Alelo G) Japonesa Mbarek et al., 2011
rs361525 Regido Rico .
TNF GSA promotora (Alelo G) Chinesa Du et al., 2006
i rs4273729 Prote¢do Europeia e Duggal et al., 2013;
HLA-DQBL C>G Intron (Alelo C) africana Tamori et al., 2013
rs3077 , Risco .
. HLA-DPA1 CsT 3’UTR (Alelo T) Chinesa Xuetal., 2014
Hepatite C rs2596542 Risco
MICA CsT Intron (Alelo T) Japonesa Tamori et al., 2013
TNE rs1800629 Regido Risco Edibcios Talaat et al., 2012;
G>A promotora (Alelo A) gip Tharwat et al., 2019
rs1071630 Exon Risco
Hanseniase HLA-DQA1 (T>C) nsSNV (Alelo T) Indiana Wong et al., 2010

Missense
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rs9270650 Risco .
HLA-DRB1 T>C Intron (Alelo C) Indiana Wong et al., 2010
HLA-DRB1 rs9271011 Risco . .
15 CsT Intron (Alelo T) Chinesa Liuetal., 2015
HLA- rs3135388 Intron Risco Europeia Krause-Kyora et al.,
DRABL c>T (Alelo T) P 2018
rs12660741 Risco .
MICA ASG Intron (Alelo G) Indiana Wong et al., 2010
LTA rs2239704 Sromotora Risco VIBert?]S;:ﬁ:[Ze Alcais et al., 2007;
A>C (Alelo A) _— Alter et al., 2011
indiana
rs9380142 . Risco . Garcia et al., 2013;
Maliria HLA-G ASG 3UTR (Alelo G) Africanos Sabbagh et al., 2013
1800629 Risco Crianca .
TNF GoA Intron (Alelo A) gambiana McGuire et al., 1994
rs1063320 , Risco -
Leishmaniose HLA-G C>G 3'UTR (Alelo G) Brasileira Sonon et al., 2019
tegumentar rs1800629 Risco .
TNF GSA Intron (Alelo A) Turca Kirik et al., 2020
. . HLA-DRB1 . .
Leishmaniose rs9271858 . Risco Indiana e . .
visceral _D|_(|3LAA1_ A>G SUTR (Alelo G) Brasileira Fakiola et al., 2013;
TNE rs1800629 Intron Risco Cubanos/ Perez et al., 2010;
G>A (Alelo A) Brasileria Dettogni et al., 2015
Dengue rs3132468 ntron Risco vigtﬁzrrfiizs ; Khor et al., 2011
MICB C>T (Alelo C) tailandeses Whitehorn et al., 2013;
rs3134899 Risco Criancas .
G>A Intron (Alelo A) vietnamitas/ Khor etal., 2011;

Legenda: ID SNV= identificacdo da variante de nucleotideo Ginico; nsSNV:nonsynonymous.

Em conjunto, esses estudos demonstram o quanto a variabilidade e caracteristicas
genéticas particulares de uma determinada populacdo em relacdo ao gene HLA em estudos de
associacdo com doencas podem influenciar no curso de uma infeccdo (MEYER et al., 2018).
Além disso, as evidéncias acima reforcam que variantes genéticas no sistema HLA podem
resultar na capacidade variavel de apresentacdo do antigeno, modulacdo e regulacdo da
resposta imunoldgica frente ao agente infeccioso (SANCHEZ-MAZAS, 2020). Portanto, a
investigacdo de SNV colabora na compreensdo de diferentes respostas do sistema
imunoldgico do hospedeiro frente ao patdgeno, aprimorando a compreensao na complexa
relacdo patdgeno-hospedeiro (MARTIN et al., 2003; BOCHUD et al., 2007).

2.6.1 Estudos imunogenéticos na tuberculose

No contexto da TB, sabe-se que fatores socioecondmicos, ambientais e 0s

relacionados ao hospedeiro tém sido associados com risco de desenvolvimento de TB. Entre
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os fatores relacionados ao hospedeiro tém-se os fatores genéticos que inclui o SNV. Neste
seguimento, diferentes estudos de caso-controle, gene candidato e de associa¢do dos genoma
(GWAS) sdo investigadas pela comunidade cientifica e assim contribuem para uma melhor
compreensdo da variabilidade genéetica do hospedeiro a resposta imune na TB
(HARISHANKAR et al., 2018).

Indmeros estudos sobre SNV em diferentes genes envolvidos na resposta imune a TB
foram realizados (PONTILLO et al. 2013; LAI et al. 2016; SINGH et al. 2018; CHEN; MA,
2020; FERNANDES et al., 2020; FIGUEIRA et al., 2021). Essas pesquisas também tém sido
conduzidas no estado do amazonas com o intuito de compreender o motivo de coeficientes tdo
elevados na presente regido. Boechat et al. (2013), por exemplo, demonstraram que a variante
rs2476601 no gene PTPN22, codifica uma proteina que € expressa em células do sistema
imunolégico, ndo foi associado a resisténcia a TB na populagdo amazonica. Neste mesmo
estudo, ao realizarem um estudo de meta-analise com este mesmo gene, 0s resultados

encontrados sugeriram uma associacdo do alelo T com protecédo a TB.

Por outro lado, Souza de Lima et al. (2016) constataram que SNV em genes que
codificam para inflamassomas que s&o componentes chaves da resposta imune inata foram
associados a TB visto que o SNV rs10754558 no gene NLRP3, o alelo G foi associado a
protecdo no desenvolvimento da TB e o alelo G no gene P2X7 (rs2230911) foi associado ao
aumento do risco ao desenvolvimento TB pulmonar ativa. Outro estudo realizado pelo mesmo
autor no gene SIGLEC1/CD169 rs3859664, o alelo A foi associado ao risco de
desenvolvimento de TB ativa, possivelmente, devido uma menor produgéo de IL-1p pelos
pacientes (SOUZA DE LIMA et al., 2017).

O SNV rs5743618 no gene TLR1 foi associado a predisposicdo a TB multibacilar
(BARLETTA-NAVECA et al.,, 2018). Similarmente, os resultados obtidos por essas
pesquisas evidenciam que o fator genético do hospedeiro, principalmente em genes do sistema

imune, influencia no desfecho da infecgdo (ALAM et al., 2021).

Em relacdo a variantes genéticas no sistema HLA na TB, alguns estudos foram
conduzidos. Em relagdo as moléculas de HLA consideradas ndo-classicas e na forma

extrapulmonar mais investigacdes precisam ser realizadas na TB (Tabela 3).



Tabela 3: Estudos de variantes genéticas no sistema HLA na TB.
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ID SNV/ Tipo de Populacdo Tipo de Associacao .
Gene - Referéncias
alelos variante estudada TB encontrada
. . Sveinbjornsson et al.
rs557011 o Europeia Risco ; '
Entre HLA-DOA1 o>T Intergénica Chinesa Pulmonar (Alelo T) 2016; eraelrég etal.,
e —
: x Sveinbjornsson et al.,
HLA-DRB1 rs9271378 Intron Eur_opela Pulmonar Protegéo 2016; Zheng et al.,
A>G Chinesa (Alelo G)
2018
Exon . i
rs9272785 . Risco Sveinbjornsson et al.,
G>A l\;llissss’:r?ge Europeia Pulmonar (Alelo A) 2016
HLADRAL 59272461 Intron Chinesa Pulmonar Protegdo Miao et al., 2018
G>A (Alelo A) B
rs9271300 A . Néao .
CSA Intergéncia Chinesa Pulmonar associado Miao et al., 2018
rs7453920 , . Risco
HLA-DQB2 ASG 3’UTR Chinesa Pulmonar (Alelo G) Wang et al., 2019
HLA-DPAL rs3077 3’UTR Chinesa Pulmonar Na_o Wang et al., 2019
T>G associado
HLA-DPB1 $9277535 3’UTR Chinesa Pulmonar Na_o Wang et al., 2019
A>G associado
rs1800629 Intron Iraniana Pulmonar Risco Merzal et al., 2009;
TNE G>A (Alelo A) Jafari et al., 2016
rs1799724 Regido Iraniana Pulmonar Risco Anoosheh et al.,
C>T regulatéria (Alelo T) 2011

Legenda: ID SNV: identificacdo da variante de nucleotideo Gnico; nsSNV:nonsynonymous; TB: tuberculose

Diante do exposto, as moléculas HLA cléssicas desempenham papeis fundamentais na
apresentacdo de varios antigenos ao sistema imunologico e as moléculas ndo-classicas
apresentam fungdes importantes na regulacdo e imunovigilancia na patogenia de diferentes
doencas. Variantes genéticas nestas moléculas podem alterar a apresentacdo do antigeno
influenciando a expressdo do mRNA do HLA e assim a apresenta¢do do antigeno pode ndo
ser realizada de forma adequada bem como alterar o resultado da infecgdo (AKGOLLU et al.,
2019).

Estudos que envolvam SNV em genes do sistema HLA na TB ainda precisam ser mais
explorados e investigados, principalmente quando envolvem variantes em moléculas HLA
ndo-classicas (MOSAAD et al., 2015; SANCHEZ-MAZAS, 2020). Essas pesquisas destacam
a importancia dos estudos imunogenéticos no sistema HLA na infeccdo pelo M. tuberculosis e
gue estudos moleculares e funcionais sdo necessarios para esclarecer o impacto dessas
moléculas na imunopatogenia da TB, bem como a influéncia de SNV em genes do sistema
HLA na TB.


https://scholar.google.com.br/citations?user=LeMEPOcAAAAJ&hl=pt-BR&oi=sra
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3 JUSTIFICATIVA

Considerando que o Amazonas (84,1 casos/100 mil habitantes) bem como a capital
Manaus (115,8 casos/100 mil habitantes) continuam registrando os maiores coeficientes de
incidéncia de TB do pais (BRASIL, 2023) combinado aos fatores genéticos do hospedeiro que
constituem os principais colaboradores para diferentes desfechos da doenca, o sistema HLA
representa uma importante regido do genoma humano que abriga uma variedade de genes com
papeis essenciais nas respostas imunes inata e adaptativa (KLEIN et al., 2000), bem como na
regulacdo e imunovigilancia na infeccdo a diversos patégenos (CHOO, 2007). Sendo assim,

tornando-o um alvo promissor de investigacdo na TB.

Segundo Horton et al. (2004) diferentes pesquisas tém apontado que a regido do
sistema HLA € constituida de genes que codificam proteinas associados as mais variadas
doencgas, em comparacdo com qualquer outra regido do genoma humano, devido as extensas

variantes e variabilidade alélica.

Inegavelmente, com os avancos tecnoldgicos na pesquisa imunogenética na minuciosa
interacdo patdgeno-hospedeiro tém contribuido para uma melhor compreensdo dos
determinantes genéticos e moleculares envolvidos no desfecho da doenca (PHILIPS; ERNST,
2012). Além disso, a investigacgdo de SNV em genes localizados no sistema HLA é
fundamental e ndo podem ser subestimados, principalmente, pelas fungbes que estes genes
exercem na resposta imunolodgica e, em relacdo aos genes que codificam para moléculas de
HLA-ndo classicas, pelos diversos campos a serem explorados tanto na TB quanto em outras
doencas infecciosas (MATZARAKI et al., 2017; HARISHANKAR et al., 2018; SANCHEZ-
MAZAS et al., 2020).

Portanto, a contribuicdo da genética do hospedeiro na progressdao para TB é,
certamente, um dos principais fatores determinantes para explorar e investigar na infeccao
pelo M. tuberculosis (ABEL et al., 2014). O esclarecimento de componentes genéticos do
hospedeiro em direcionar a definicdo dos fenotipos de infeccdo e resisténcia a TB também
devem ser avaliadas com prioridade, pois 0 mesmo pode beneficiar e auxiliar na prevencéo,
diagnostico, tratamento da TB, futuras estratégias de vacinacdo bem como elucidar as lacunas
existentes na patogénese da TB (MOLLER et al., 2018).

Assim, a hipotese do presente estudo foi que variantes de nucleotideo unico (SNV) em

genes do sistema HLA podem estar associados & suscetibilidade ou protecdo no
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desenvolvimento de TB. Por estas razdes, o0 objetivo do presente estudo foi avaliar SNV em
genes localizados no sistema HLA, HLA-II (rs9271300), HLA-G (rs1049033 e rs1632937) e
MICA (rs1051792), em pacientes com TB pulmonar e extrapulmonar, pois estes genes

codificam importantes componentes relacionados a resposta imune na TB.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral
Avaliar as variantes de nucleotideo tnico (SNV) em genes do sistema HLA em pacientes com
TB.

4.2 Obijetivos especificos
* Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas das variantes nos genes HLA-II
(rs9271300), HLA-G (rs1049033 e rs1632937) e MICA (rs1051792) do sistema HLA, em

pacientes com TB pulmonar e extrapulmonar, comparadas com as frequéncias do grupo

controle.

 Avaliar se existe associacdo dos SNV selecionados em genes do sistema HLA quanto a

suscetibilidade ou protecdo para o desenvolvimento de TB.
« Avaliar 0s haplétipos dos SNV dos genes selecionados quanto ao desenvolvimento de TB.
* Analisar se ha interag@o entre os genes selecionados.

* Verificar a concentracdo de IL-6, IL-1B, IFN-y e TNF-a em pacientes com TB e controles e

se estes estdo relacionados com os genotipos dos SNV selecionados para o estudo.
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5.2 Aspectos éticos

Esta pesquisa pertence ao projeto maior intitulado “Avaliacdo de polimorfismos
genéticos relacionados a resposta imunologica na tuberculose”, submetida e aprovada pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas (via Plataforma
Brasil/CEP-UFAM) de acordo com as determinacgdes da resolucdo 466/2012 que contempla as
Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos, sob
responsabilidade da professora Aya Sadahiro. O parecer consubstanciado foi emitido em 25
de agosto de 2019, sob o numero do parecer 3.530.854 e CAAE: 19021519.9.0000.5020
(Anexo I).

5.3 Tipo de estudo

O estudo é caso-controle para avaliar as variantes de nucleotideo Unico (SNV) em
genes do sistema HLA em pacientes com tuberculose pulmonar (TBp), extrapulmonar (TBe) e

controles.

5.4 Local de estudo

Os pacientes foram recrutados da Policlinica Cardoso Fontes da Secretaria de Estado
de Saiude do Amazonas (SES-AM), centro de referéncia em pneumologia do estado do
Amazonas, localizada na cidade de Manaus. A Policlinica Cardoso Fontes oferece servicos
relacionados as doencas crénicas pulmonares, sendo referéncia secundaria e terciaria para
Tuberculose no Estado do Amazonas. A policlinica atende os 62 municipios e instituicdes ndo
governamentais que atuam nesta atividade, uma vez que as agdes de tuberculose estdo

descentralizadas para todos os servicos de saude (SES, 2023).

5.5 Populacéo de estudo

A populacdo de estudo foi composta por individuos procedentes dos estados da regido
norte de ambos 0s sexos, com idade entre 18 e 65 anos. Os pacientes com TBp, TBe e 0s

controles foram recrutados da Policlinica Cardoso Fontes.
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5.6 Grupos estudados e critérios de incluséo

Os grupos estudados foram constituidos de pacientes com TB pulmonar (TBp), TB
extrapulmonar (TBe) e os controles que sdo os individuos ndo diagnosticados com TB, ou

seja, que convivem prdximos aos pacientes com TB, mas ndo desenvolveram a doenca.

5.6.1 Critérios de incluséo

5.6.1.1 Pacientes com TB pulmonar (TBp):

Os pacientes com TBp foram os sintomaticos respiratdrios que apresentarem
resultados positivos “Mycobacterium tuberculosis detectavel” para o Teste Rapido Molecular
(TRM, GeneXpert MTB/RIF); ou pacientes que obtiverem uma ou duas baciloscopias de
escarro positivas e/ou cultivo do escarro com isolamento de M. tuberculosis; ou pacientes
com baciloscopia e cultivo do escarro com resultados negativos, mas que iniciaram 0
tratamento para TB por possuirem imagem pulmonar compativel com os aspectos clinicos da

TB através de raios-x ou tomografia.

5.6.1.2 Pacientes com TB extrapulmonar (TBe):

Nesse grupo foram incluidos os pacientes diagnosticados para TBe para as analises

dos SNV segundo os critérios abaixo:

- Pacientes suspeitos clinicamente de TBe, de qualquer topografia, com diagnostico de
tuberculose extrapulmonar baseado em resultado positivo de cultivo de amostra bioldgica para
Mycobacterium tuberculosis, e/ou por exame molecular positivo para complexo M.
tuberculosis ou para regido génica especifica de M. tuberculosis, em tratamento ou ja tratados

para TB.

- Pacientes suspeitos clinicamente de TBe, de qualquer topografia, sem diagndstico por
método microbiolégico ou molecular, mas com presenca de achados histopatoldgicos
sugestivos de TB, como presenca de granulomas, com ou sem necrose caseosa e de células

gigantes e de bacilos alcool-acido resistentes, em tratamento ou ja tratados para TB.

- Pacientes suspeitos clinicamente de TBe, de qualquer topografia, sem diagnostico por

método microbiolégico, molecular e/ou histopatoldgico, mas que tenham sido submetidos a
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prova terapéutica por mais de trés meses com drogas antituberculosas, tendo ou nédo ja

finalizado o esquema terapéutico.

5.6.1.3 Controles de pacientes com TB (contatos):

Os controles foram os individuos que convivem com o0s pacientes com TB ou que
acompanham 0s mesmos por ocasido do diagnostico laboratorial ou tratamento na referida
policlinica, sem parentesco consanguineo, bem como os profissionais de salde que fazem o
atendimento aos pacientes de TB. Os controles foram negativos para M. tuberculosis nos

exames diagndsticos.

5.7 Critérios de exclusao

- Individuos com TB que apresentaram as seguintes comorbidades: cancer, Aids,
hepatites e doencas autoimunes assim como gestantes, transplantados ou que estiverem
fazendo uso de algum imunorregulador nao foram incluidos no projeto.

- Pacientes cujo isolamento e identificacdo de micobactérias ndo foi causadoras de TB
(NTM). Além disso, os pacientes com TBe que no decorrer do projeto ndo responderam aos
medicamentos para o tratamento da TB.

- Contatos que no decorrer do projeto apresentaram sintomas respiratorios e/ou
resultados da baciloscopia e/ou cultivo positivo para Mycobacterium tuberculosis.

- Amostras que ndo amplificaram nos ensaios de genotipagem por gPCR (PCR
Quantitativa em Tempo Real) e portanto, ndo foi possivel realizar a discriminacdo

alélica/genotipica.

5.8 Recrutamento e coleta de dados dos pacientes e controles

O recrutamento dos pacientes com TBp, TBe e controles foi realizado na Policlinica
Cardoso Fontes. Nesta policlinica ocorre o primeiro atendimento no setor denominado
“Aprazamento 1” por parte de um funcionario da policlinica. O Aprazamento 1 ¢ um local
reservado e livre de interferéncias externas onde sdo fornecidas as orientagbes sobre
tratamento e as autorizagdes para liberacdo dos medicamentos. Neste mesmo local, apds a
orientacdo fornecida pelos profissionais de salde da policlinica, os pacientes e controles
foram convidados a participar do projeto pelo funcionario da Policlinica e aqueles cujo

consentimento for aceito foi realizada a explicacéo, leitura e esclarecimentos sobre a pesquisa.
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Se 0 paciente aceitar, 0 mesmo assina o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).
ApOs o aceite por parte dos participantes, sdo coletados os dados epidemiolégicos dos
mesmos. Posteriormente, as amostras de sangue e escarros foram coletadas em ambientes
adequados para cada procedimento e sempre com a autorizacao dos participantes.

Em relacdo aos pacientes com TBe, que finalizaram o tratamento para TB, séo
orientados/contatados pelo funcionario da Policlinica Cardosos Fontes a comparecerem a
Policlinica para realizarem o exame de escarro e 0 RX de torax (ou outro exame de imagem)
para avaliar alta. Neste momento, foram convidados a participarem do estudo.

As amostras utilizadas no presente estudo foram referentes a coleta dos anos de 2017 a
2023. Durante este periodo, em marco de 2020 houve suspensao das atividades na UFAM em
decorréncia da pandemia da COVID-19, portanto, ndo foram realizadas as coletas neste
periodo. Devido a esta situacdo, foi utilizada amostras do biorrepositério previamente
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa. O retorno das coletas iniciou em janeiro de 2023.
A partir do retorno das coletas, informagdes sobre a COVID-19 fazem parte da ficha de

cadastro dos pacientes.

5.9 Selecéo dos pacientes e controles

Os pacientes com TBp, TBe e controles foram incluidos no estudo através da técnica
de amostragem aleatoria sistematica, determinada por um intervalo de tempo. Na policlinica,
o0 setor de Aprazamento 1 realiza diariamente o atendimento das 07:00 as 17:00 horas de
segunda a sexta-feira. O intervalo da entrevista foi de aproximadamente 30 minutos. Neste
sentido, o critério adotado foi entrevistar o primeiro paciente da fila no qual foi convidado a
participar da pesquisa, e 0 préximo paciente foi atendido ap6s intervalo de tempo.

5.10 Calculo amostral

Para definicdo do tamanho da amostra da pesquisa, foi realizado um calculo
aproximado baseado nas frequéncias das variantes genéticas de aproximadamente 10%. O
programa Gpower versdo 3.1 foi utilizado e adotou-se o0 valor de o= 0,05 (5%), p = 0,1 (10%),
poder da amostra de 0,95. O resultado do numero amostral foi de 404 individuos com TBp,
404 para TBe e 404 controles.



68

5.11 Critérios de selecdo dos SNV

Os SNV para os genes do sistema HLA selecionados para este projeto foi realizada
conforme as recomendacgdes de Marques et al. (2016) com adaptacdes. Desta forma, foi feita
uma pesquisa em bancos de dados publicos disponibilizado no NCBI (HapMap ou
1000Genome) de modo que foi considerado os seguintes critérios: estudos com SNV que
codificam para genes do sistema HLA publicados, principalmente relacionados com TB ou
descritos para outras doengas infecciosas, e com MAF (Frequéncia do alelo menor) superior a

10 % na populacéo global.

5.12 Amostras bioldgicas de sangue total e escarro

Nesta pesquisa, as amostras bioldgicas dos pacientes e controles foram escarro e
sangue total (volume total coletado foi de 5 mL), coletados em local ou sala apropriados para
cada tipo de amostra clinica, respectivamente, da Policlinica Cardoso Fontes. Na policlinica,
as amostras foram analisadas por exames rotineiros como a Baciloscopia direta e/ou TRM
(GeneXpert MTB/RIf). No entanto, para esta pesquisa foi solicitada também ao paciente a
coleta de amostra de escarro, quando eles tiveram condicGes fisicas de realizar o
procedimento de coleta ap6s a assinatura do TCLE. As amostras de escarro e sangue foram
armazenadas e transportadas em recipientes adequados. Posteriormente, as amostras de
escarro foram encaminhadas ao laboratério de Micobacteriologia do Instituto de Nacional de
Pesquisas da Amazonia (INPA) e, as amostras de sangue, foram encaminhadas ao Laboratorio
de Imunologia Molecular (LIM) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal
do Amazonas.

No LIM, as amostras de sangue total foram registradas e codificadas na forma de
sequéncia numérica com a finalidade de preservar o sigilo dos participantes do estudo. Além
disso, no LIM, as amostras foram processadas e foram realizados testes rapidos soroldgicos
para HIV (virus da Imunodeficiéncia Humana), HCV (virus da hepatite C), HbSAg (Antigeno

de superficie da Hepatite B) e para sifilis.
5.13 Exames micobacterioldgicos nas amostras de escarro
No Laboratério de Micobacteriologia do INPA, as amostras de escarros foram

registradas e identificadas com codigo numerico e data da coleta. As amostras de escarros

foram processadas e submetidas aos exames de microscopia e cultivo. Para a microscopia do


http://europepmc.org/search?query=AUTH:%22Herlander%20Marques%22
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escarro foi utilizada a técnica de baciloscopia direta (BRASIL, 2001; BRASIL, 2008a;
BRASIL, 2023) e baciloscopia pds-concentracdo (SALEM et al., 1990), com coloracdo da
lamina pela técnica de Kinyoun (KENT; KUBICA, 1985) e visualizacdo em microscopio
Optico em objetiva de imersdo no aumento de 1000X. O cultivo foi realizado, segundo a
metodologia de SALEM et al. (2007), pelo método PKO (iniciais em homenagem a Petroff,
Kudoh e Ogawa). As micobactérias que se desenvolvem no meio de cultivo foram
identificadas como M. tuberculosis por PCR, utilizando primers especificos para o elemento
de insercdo 1S6110 (HERMANS et al., 1990; VAN EMBDEN et al., 1993).

5.14 Extracao de DNA das amostras de sangue

A técnica de extracdo de DNA em amostras de sangue foi feita pela metodologia
descrita por Gustincich et al. (1991) com modificagdes, baseada na precipitagdo do DNA por
sais de brometo de tetrametilamodnio (DTAB/CTAB). Posteriormente a extracdo, as amostras
de DNA foram quantificadas em espectrofotometro de luz UV, diluidas na concentracdo de
50ng/uL e armazenadas no freezer -20°C, devidamente codificados e datados até o momento
do uso.

5.15 Genotipagem dos SNV por gPCR - Ensaio TagMan

O ensaio de PCR Quantitativa em Tempo Real (qPCR) utilizando sondas TagMan foi
realizado para a genotipagem das variantes selecionadas dos genes do sistema HLA através do
equipamento QuantStudio 3 Real-Time PCR da Applied System. Essa técnica baseia-se no uso
de sondas fluorescentes de hidrélise contendo as sequéncias alelo-especificas no qual é
possivel caracterizar os alelos para um SNV particular de cada individuo.

As reacdes para cada SNV do gene selecionado foram realizadas em uma microplaca
de 96 pocos. Na reacdo contera os reagentes TagMan Genotyping Master mix, sondas
TagMan especificas para cada variante pesquisada, DNA e agua ultrapura para completar o
volume final de 11 pL na concentracdo e quantidades fornecidas no quadro 1, segundo as
recomendacdes do fabricante. O reagente Master mix otimizado € uma mistura constituida de
dNTPs (desoxirribonucleotideos trifosfatos), tampéo, a enzima DNA polimerase e 0 ROX
(Referéncia passiva). Este ultimo refere-se uma referéncia interna necessaria para corrigir as
variagfes de fluorescéncia devido a mudancas de concentracdo ou volume (variagdo da

pipetagem).



70

Quadro 1 - Condigdes de reacdo de qPCR que foram usadas para cada sondas dos SNV selecionados

Reagentes Concentrago utilizada | Quantidade utiI(izaL(;a para 1 reagdo
vl
TagMan Geqotyping 1X 5
Master Mix 2X
Sonda 20X 0,5X 0,5
DNA 50ng/pL 1
H,O ultrapura 1X 45
Volume final 11,0

Para cada microplaca de reacdo foi incluida um controle negativo e trés controles
positivos. O controle negativo foi composto dos regentes descritos anteriormente, com
excecdo do DNA, para garantir que ndo houve contaminacdo das amostras testes. Os controles
positivos foram trés DNA previamente analisados sendo uma amostra referente ao
homozigoto para o alelo referéncia, uma amostra heterozigoto e uma amostra homozigoto
para o alelo variante e, assim, possibilitar uma maior confiabilidade dos resultados.

As caracteristicas das sondas alelos-especificas sintetizadas pela Thermo Fisher
Scientific que foram utilizadas para os ensaios de genotipagem por qPCR (Quadro 2) e as
condigdes de amplificacdo sdo apresentadas no Quadro 3.

Quadro 2: Caracteristicas gerais das sondas alelos-especificas do experimento

Gene

ID
SNV

Localizagdo
cromossémic
a

Sequéncia da sonda 5°-
[VIC/IFAM]-3’

Alelo REF>
Alelo VAR

Tipo de
variante

ID ensaio

AA
observado

MAF
global

HLA I

TGAAACTCCTTGTCTTTTGT
ATGAA[C/G]CAGTAGTTGG
AAAAGTGTGTCACAC

rs9271300 | 6: 32613805 C>G Intergénica | C__42974913_20

C:0,48

HLA-G

TCCCCATCATGGGTATCGTT
GCTGG[CI/T]ICTGGTTGTCCT
TGCAGCTGTAGTCA

rs1049033 | 6: 29829862 c>T Sinonimos | C_26543031_10 | Clicina
por glicina

T:0,23

ACCTTTAACAGGGTCGGTG
GTGAGG[C/G]CTGGGGGTC
AGAGACCCTCACCTTC

rs1632937 | 6:29829776 G>C Intron C__ 2437888_10

G: 0,46

MICA

AAACCTGGAGACTGAGGAA
TGGACA[G/A]TGCCCCAGTC
CTCCAGAGCTCAGAC

C_175674726_10 | Valina por

rs1051792 -
metionina

6: 31411200 G>A Missense

A: 0,36

Legenda: ID SNV: identificacdo da variante de nucleotideo Unico; alelo REF: alelo referente; Alelo VAR: alelo
variante; ID ensaio: identificagdo do ensaio disponivel na Thermo Fisher Scientific.

Quadro 3: Condi¢des de termociclagem que serdo utilizadas no experimento

Termociclagem

Hold stage 95°C — 10°:00” 1ciclo
PCR stage 95°C — 00°:15” 50 ciclos
PCR stage 60°C — 01°:00”

Post-read stage 60°C — 00°:30” 1 ciclo
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O software QuantStudio™ Design & Analysis Software v1.5.0 foi utilizado na
interpretacdo dos resultados conforme a curva de amplificagdo gerada, e assim, permitir a
identificacdo dos genotipos. O genotipo resultante de cada amostra foi classificado em
homozigoto para o alelo referéncia, homozigoto para o alelo variante ou heterozigoto.

Exemplos de algumas placas demonstrando os resultados da curva de amplificagéo
obtidos a partir das genotipagens por qPCR para 0 SNV rs9271300 no gene HLA-II, para os
SNV no gene HLA-G rs1049033 e rs1632937 e rs1051792 no gene MICA encontram-se

disponiveis nas Figuras 11.



Figura 11: Curva de amplificagdo gerada para cada SNV selecionado no estudo.
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Legenda: (A-C) refere-se ao SNV rs9271300 no gene HLA-II. A: Homozigoto referéncia (CC), B: heterozigoto (CG), C: homozigoto
variante (GG); (D-F) refere-se ao SNV rs1049033 no gene HLA-G. D: Homozigoto referéncia (CC), E: heterozigoto (CT), F: homozigoto
variante (TT); (G-I) refere-se ao SNV rs1632937 no gene HLA-G. G: Homozigoto referéncia (GG), H: heterozigoto (CG), I: homozigoto
variante (CC); (J-L) refere-se ao SNV rs1051792 no gene MICA. J: Homozigoto referéncia (GG), K: heterozigoto (GA), L: homozigoto

variante (AA).
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5.16 Quantificacao das citocinas IL-6, IL-1B, IFN-y e TNF-a por
ELISA

As citocinas IL-6 e IL-1B foram mensuradas pela técnica ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) em amostras de plasma previamente armazenadas no freezer -20°C de
acordo com os protocolos fornecidos pelo fabricante. O kit comercial foi da BioLegend*s
ELISA MAX™ Deluxe Sets da R&D system. O espectrofotometro de placas da BioRad com
filtro de 450 nm foi usado para a leitura das amostras. Os resultados foram fornecidos em
densidade 6tica (DO) e convertidos em pg/mL com base na curva padrao das citocinas.

Para a quantificacdo de IFN-y foi utilizado o kit comercial Quantiferon-TB Gold
(Cellestis Inc. USA). Um total de 3 mL de sangue periférico coletado foi distribuido em 3
tubos fornecidos pelo kit sendo 1 mL para o tubo Nil que ndo contém estimulos (controle
negativo), 1 mL para o tubo teste que com antigenos especificos de M. tuberculosis (ESAT-6,
CFP-10 e TB7.7) e 1 mL para o tubo com mitégeno para avaliar a capacidade funcional das
células T (controle positivo). Os tubos foram incubados por 24 horas em estufa a 37°C.
Posteriormente, coletou-se o sobrenadante (plasma) para mensurar a citocina por ELISA. A
guantificacdo de TNF-o foi feita a partir do sobrenadante (plasma) obtido pelo Kit
Quantiferon-TB Gold através de ELISA.

Os resultados para o IFN-y foram fornecidos em densidade 6tica (DO) e convertidos
em Ul/mL com base na curva padrdo das citocinas. Para a citocina TNF-o, as DO foram
convertidas em Log neperiano a partir das concentracdes em pg/mL para melhor visualizacdo

dos dados.

5.17 Analises estatistica

Primeiramente, foi realizada a estatistica descritiva dos dados obtidos nos grupos de
TBp, TBe e controles a partir das informacfes epidemiolédgicas obtidas considerando,
principalmente, as seguintes variaveis: sexo, idade, vacinacdo por BCG, tabagismo e
alcoolismo. As variantes genéticas foram testadas quanto ao equilibrio de Hardy-Weinberg e
as andlises de associacdo de genotipos na populacédo avaliada através do software estatistico

R, versdo 3.4.3, (Www.r-project.org) junto o pacote ‘’SNPassoc’’, versdao 1.9-2. O programa

Haploview foi utilizado para avaliar a frequéncia, analise de associacGes de haplotipos e
desequilibrio de ligacdo (BARRETT et al., 2005). Para a analise alélica foi realizado pelo
teste do qui quadrado (x?) através programa GrahPadPrism® (versdo 8.0). Adicionalmente,


http://www.r-project.org/
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para garantir a confiabilidade dos resultados obtidos foi realizada uma regressdo logistica
multivariada através do software estatistico MedCalc (versdo 22.014).

A analise de associacdo foi realizada para os cincos 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 Informacéo de Akaike). Foi adotado
um limiar significativo de p<0,05.

Para a analise da concentracdo de citocinas versus genotipos (ensaio de
funcionalidade) foi utilizado o teste de ANOVA (paramétrico ou ndo paramétrico)
empregando o programa GraghPadPrism® (versdo 8.0). O nivel de significAncia adotado para
todas as anélises descritas foi de p<0,05, com o intervalo de confianga de 95%.

5.18 Apoio Financeiro

Este projeto teve apoio financeiro do Laboratorio de Imunologia Molecular (LIM),
Laboratorio de Micobacteriologia do INPA, do Laboratério de Imunogenética da USP, da
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas (FAPEAM) e do Programa de Pos-
graduacdo em Imunologia Basica e Aplicada da UFAM (PPGIBA/UFAM).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Descricéo geral da populacéo estudada

Um total de 1304 amostras foi coletado para o estudo. Destas, 1275 amostras foram
incluidas e 29 ndo se enquadraram nos critérios de inclusdo estabelecidos no projeto. Em
relagdo as 29 amostras, estas foram referentes ao grupo de pacientes com tuberculose (TB)
(24 pacientes apresentaram outras comorbidades aléem da TB e 05 pacientes foram
diagnosticados com NTM). Portanto, para as analises foram consideradas 1275 amostras.

Das 1275 amostras, 150 correspondem a pacientes com tuberculose extrapulmonar
(TBe), 531 pacientes com tuberculose pulmonar (TBp) e 594 controles. Sobre a extracdo de
DNA das amostras coletadas, o rendimento obtido foi de 100,0%. As variaveis consideradas
no estudo foram sexo, idade, naturalidade, vacinagdo por BCG (Bacilo de Calmette e Guérin),
tabagismo e alcoolismo. Os resultados encontrados para as variaveis sexo, idade e
naturalidade encontram-se disponiveis na Tabela 4 e vacinacdo por BCG, tabagismo e

alcoolismo na Tabela 5.

Tabela 4: Descricdo geral da populagdo recrutada para estudo: controles, pacientes com TB pulmonar e
extrapulmonar nos grupos estudados

Tuberculose Tuberculose TBe vs Cont. TBp vs Cont. TBe vs TBp
e Controles Valor-
Variaveis extrapulmonar pulmonar n=594 p Valor-p Valor-p
n=150 n=531 - OR (1C95%) OR (1C95%) OR (1C95%)
Sexo

Masculino, n (%)

Feminino, n (%)

95 (63,33%)
55 (36,67%)

325 (61,21%)
206 (38,79%)

320 (53,87%)
274 (46,13%)

0,0463

1,47 (1,02-2,13)

0,0154

1,35 (1,06-1,71)

0,7052
1,09 (0,75-1,60)

Idade (anos), (M? e (SD") 34,89+12,91 39,80+14,84 32,99+12,48 0,1170 <0,0001 0,0004
Naturalidade n=150 n=437 n=388
Manaus (%) 92 (61,33%) 236 (44,44%) 254 (42,76%)
Outros municipios do AM (%) 42 (28,00%) 140 (26,37%) 78 (13,13%) NA NA NA

Outros Estados (%)

16 (10,67%)

61(11,49%)

56 (9,43%)

Legenda: Para as analises de associacdo do sexo entre os grupos estudados foi aplicado o teste de x> com correcéo de
Yates. Para analise de idade foi utilizado teste t student ndo paramétrico. TBe: tuberculose extrapulmonar; TBp:
tuberculose pulmonar; Cont: controles; M* = Média; SD"=Standard deviation; AM=Amazonas; NA=nio avaliado.
Valores p<0,05 foram considerados significativos e destacados em negrito, odds ratio (OR) e intervalo de confianca de

95% (1C95%).

Quanto a variavel sexo, no grupo de pacientes com TBe (63,33%), TBp (61,21%) e

controles (53,87%), a maioria foi do sexo masculino. Na analise de associagdo quanto a

varidvel sexo entre 0s grupos de pacientes e controles foi encontrado associagdes

estatisticamente significativas em dois grupos estudados. Semelhantemente, os grupos de TBp
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vs Controles (p=0,0154) e TBe vs Controles (p=0,0463) foi encontrado uma associagdo
estatisticamente significativa com aumento do risco de desenvolvimento de TB em homens
demonstrando que o sexo € um importante fator epidemioldgico a ser considerado nesta
doenca. O grupo de TBe vs TBp ndo resultou em valores estatisticamente significativos
(p=0,7052) (Tabela 4).

Segundo pesquisas publicadas, sabe-se que a TB ocorre, principalmente, em
individuos do sexo masculino (DONALD et al., 2010; DODD et al., 2016; FERNANDES et
al., 2018; BRASIL, 2023; WHO, 2023). Segundo o boletim epidemioldgico de TB no Brasil
informou que 70% dos casos novos de TB ocorreram em pessoas do sexo masculino
(BRASIL, 2023). Recentemente, no mundo, 55% das pessoas que desenvolveram TB eram
homens, 33% eram mulheres e 12% eram criancas (WHO, 2023). Esses resultados

corroboram com os encontrados no presente estudo.

Quanto a variavel idade, a média encontrada foi de aproximadamente 35,0 anos para
pacientes com TBe; 40,0 anos para pacientes com TBp e 33,0 anos para controles. Nos grupos
de TBp vs Controles (p=<0,0001) e TBe vs TBp (p=0,0004) houve diferenca significativa. A
TB acomete mais a populacgdo referente a uma faixa de idade que corresponde a uma elevada
produtividade no trabalho, maneira pelo qual estes podem estar entrando em contato com
maior nimero de pessoas e, consequentemente, maior nimero de afec¢des incluindo a TB.
Além disso, fatores como tabagismo e alcoolismo conjuntamente também podem contribuir
para tal fato (LEE et al., 1993; DODD et al., 2016; FERNANDES et al., 2016).

Quanto ao aspecto naturalidade, a maioria das pessoas recrutadas foi do estado do
Amazonas, principalmente da cidade de Manaus tanto para controles quanto pacientes. Esses
resultados também refletem o cenario da nossa regido visto que o estado do Amazonas bem
como a capital Manaus apresenta anualmente coeficientes de incidéncia de TB elevados
(BRASIL, 2023).

Em relacdo ao aspecto vacinacdo por BCG observou-se que a maioria dos pacientes
com TBe (86,29%), TBp (83,92%) e controles (91,69%) foram vacinados. Apds analise dos
dados de vacinagdo, observou-se que houve associacdo estatisticamente significativa para
protecdo no grupo TBp vs Controles (p=0,0120; OR=0,51) (Tabela 5). Mundialmente, a
vacinacdo por BCG é considerada a mais comumente administrada em compara¢do com as

demais (RITZ et al., 2008). No Brasil, a vacinacdo por BCG é obrigatdria nos primeiros
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meses de vida desde 1976 e esta disponivel no SUS (Sistema Unico de Satde), possibilitando
acesso a toda populagdo (BRASIL, 2008b; BRASIL, 2013; WHO, 2018).

Estudos apontam que a imunizagdo com BCG protege cerca de 80% contra as formas
mais graves e disseminadas da TB (meningite tuberculosa, TB miliar) em criancas e apresenta
reducdo do risco em torno de 50% da TB em adultos (BREWER, 2000; WALKER et al.,
2006).

O estudo realizado por Berg et al. (2020) ao comparar 0s paises em gue a vacinacao
por BCG é obrigatéria com os paises sem este encargo (ou sem esta obrigatoriedade), 0s
autores constataram que nos paises no qual a vacina era obrigatéria houve uma diminuicdo da
curva na disseminacao da COVID-19. Desta forma, sugerindo que esta imunizacao resulta em
efeitos benéficos ndo somente em relacdo a TB, mas também contra outras infeccGes

pulmonares incluindo a COVID-19.

Neste contexto, atualmente, tem se falado bastante em imunidade treinada (NETEA et
al., 2011). Este conceito € definido como uma propriedade da imunidade inata de conferir
memoria imunoldgica induzida ap6s uma infeccdo primaria ou por meio da vacinacao
resultando em protecdo a uma infeccdo secundaria, seja apds a exposicdo a0 mesmo ou outro
agente patogénico, através de mecanismos independentes das respostas adaptativas (NETEA
et al.,, 2020; OCHANDO et al., 2023). Em particular, pesquisas ttm demonstrado que a
vacinacdo por BCG tem despertado interesse pela sua capacidade de induzir imunidade
treinada (KLEINNIJENHUIS et al., 2012; DEBISARUN et al., 2023).
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Tabela 5: Aspectos gerais da populagdo recrutada referente aos controles, pacientes com TB pulmonar (TBp) e extrapulmonar (TBe) quanto as variaveis vacinagdo BCG,

tabagismo e alcoolismo

o Tuberculose Tuberculose TBe vs. Cont. TBp vs. Cont. TBevs. TBp
Variaveis Controles
extrapulmonar pulmonar
OR 1C95% Valor-p OR 1C95% Valor-p OR 1C95% Valor-p
Vacina BCG n=124 n=367 n=409
Sim, n (%) 107 (86,29%) 308 (83,92%) 375 (91,69%)
Néo, n (%) 15 (12,10%) 45 (12,26%) 27 (6,60%) 0,52 0,27-0,99 0,0814 0,51 0,31-0,85 0,0120 1,01 0,56-1,95  0,9123
N&o sabe, n (%) 02 (1,61%) 14 (3,81%) 07 (1,71%)
Tabagismo n=110 n=370 n=377
Sim, n (%) 23 (20,91%) 82 (22,16%) 37 (9,81%)
2,42 1,34-4,32 0,0032 2,61 1,73-3,96 <0,0001 0,92 0,55-1,56  0,8825
Néo, n (%) 87 (79,09%) 288 (77,84%) 340 (90,19%)
Alcoolismo n=107 n=271 n=345
Sim, n (%) 29 (27,10%) 95 (35,06%) 54 (15,65%)
2,00 1,20-3,31 0,0114 290 1,96-4,23 <0,0001 0,68 0,42-1,11  0,1732

N&o, n (%)

78 (72,90%)

176 (64,94%)

291 (84,35%)

Legenda: Para as analises de associacdo a BCG, tabagismo e alcoolismo entre os grupos estudados foi aplicado o teste de x° com correcdo de Yates. TBp: tuberculose pulmonar;
TBe: tuberculose extrapulmonar; Cont: controles. Valores p<0,05 foram considerados significativos e destacados em negrito, odds ratio (OR) e intervalo de confianca de 95%

(1C95%).
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Quanto ao tabagismo, a maioria dos pacientes com TBe (79,09%), TBp (77,84%) e
controles (90,19%) ndo consumiam cigarros ou qualquer outra substancia constituida de
tabaco (Tabela 5). Neste item, observou-se uma associacdo para aumento do risco no grupo
de TBp vs Controles (p=<0,0001) visto que a frequéncia de pacientes que fumavam foi maior
no grupo de TBp (22,16%) quando comparadas ao grupo controle (9,81%). No grupo de TBe
vs Controles (p=0,0032) também foi encontrado associacéo para aumento do risco de TB. Da
mesma forma, a maioria dos pacientes com TBe e TBp (72,90%; 64,94%, respectivamente) e
controles (84,35%) ndo consumiam alcool (Tabela 5). Na comparacdo feita no grupo de
pacientes com TBp vs Controles e TBe vs Controle foi encontrado associagdo para aumento
do risco de TBp (p=<0,0001; OR=2,90) e TBe (p=0,0114; OR=2,00) para esta variavel.

Num estudo anterior realizado pelo nosso grupo de pesquisa, tanto as variaveis
tabagismo quanto alcoolismo foram associadas a um risco aumentado para TB (BARLETTA-
NAVECA et al., 2018). Nossos resultados sdo similares a de outros estudos gque associam
tabagismo (DAVIES et al., 2006; LEUNG et al., 2010; WEN et al., 2010) e alcoolismo
(LONNROTH et al., 2008;REHM et al., 2009) como fatores de risco consolidados para
desenvolvimento de TB. Estudos sugerem que a associacdo existente entre TB e tabagismo
envolva a diminuicdo de TNF-o. no pulméo favorecendo a reativagdo da TB latente visto que
0s macrofagos expressam altos nimeros de receptores nicotinicos de acetilcolina. A nicotina
se liga nesses receptores e o0 resultado € a diminui¢do da producdo dessa importante citocina
no controle da infeccdo (DAVIES et al., 2006; SHANG et al., 2011; CHAN et al., 2014).

Quanto as formas clinicas da TBe, a maioria das amostras coletadas tratava-se de TB
pleural (64,67%), seguida da ganglionar (19,33%) e outras formas (16,00%) (Tabela 6).
Outras formas incluem a TBe cutanea (n=3), ocular (n=2), mediastino (n=2), neuronal (n=2),
intestinal (n=1), genitourinaria (n=1) e nasal (n=1). Os resultados encontrados no estudo sdo
comparaveis aos de outras pesquisas visto que a forma extrapulmonar mais frequente é a
pleural (BRASIL, 2019) e de acordo com os dados disponiveis pelo banco de dados do
Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN) referente ao estado do

Amazonas.
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Tabela 6: Formas clinicas da TB extrapulmonar (TBe) recrutadas no estudo.

Formas clinicas n=150

TBe n (%)
Pleural 97 (64,67%)
Ganglionar 29 (19,33%)
Mamaria 06 (4,00%)
Miliar 03 (2,00%)
Ossea 03 (2,00%)
Outras 12 (8,00%)

Conjuntamente, esses resultados certificam cada vez mais que as caracteristicas
epidemioldgicas como sexo, idade, vacinagdo por BCG, tabagismo, alcoolismo e outros
podem influenciar no desfecho da infeccdo causada por M. tuberculosis, sendo, portanto,

importantes fatores a serem analisados juntamente com as variantes genéticas selecionadas.

6.2 Resultados das analises de associacdo dos SNV selecionados

Do total de 1275 amostras coletadas, aproximadamente 10% das amostras testadas ndo
amplificaram nos ensaios realizados, sendo, portanto, excluidas das analises de associacéo,
provavelmente devido algum inibidor presente nas amostras. E importante ressaltar que para
este trabalho estava previsto apresentar os resultados das frequéncias alélicas e genotipicas
referentes ao SNV rs1264457 no gene HLA-E. No entanto, apds os ensaios de gPCR,
observou-se que 95% das amostras testadas ndo foi possivel realizar a discriminacéo alélica.
Ap0s inlmeras tentativas para esclarecer o0 motivo do ensaio para esse SNV ndo funcionar,
solicitou-se a empresa fornecedora dos insumos a reposi¢ao da sonda. Portanto, os resultados

deste SNV ndo foram apresentados.

No que diz respeito a analise de associacdo genética, os resultados apresentados
envolvem a comparacdo entre pacientes com TBe vs Controles, TBp vs Controles e TBe vs
TBp dos seguintes SNV: rs9271300 localizado no gene HLA-II; rs1049033 e rs1632937,
ambos localizados no gene HLA-G e rs1051792 no gene MICA. As frequéncias genotipicas e
alélicas bem como os principais resultados das analises de associacdo dos SNV selecionados

no melhor modelo genético e apds ajustes de sexo e idade estdo compilados na Tabela 7.
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Tabela 7: Frequéncias genotipicas e alélicas e resultados da analise de associacdo dos SNV selecionados no melhor modelo genético e ap6s 0s ajustes com as variaveis sexo e

idade.
Gene Genotipos TBe TBp Controles
TBe vs. Cont. TBp vs. Cont. TBevs. TBp
ID SNV Alelos n, % n, % n, %
n, %
Valor-p OR padj OR adj Valor-p OR padj OR adj Valor-p OR p adj OR adj
(mod) (95%IC) (mod) (95%IC) (mod) (95%IC) (mod) (95%IC) (mod) (95%IC) (mod) (95%IC)
N=86 N=317 N=384
cc 30 (0,35) 106 (0,33) 105 (0,27) 0.0264 0.59 0,0191 0,55 0,0669 0,81 0,1246 0,73 0,0596 1,77 0,0307 0,54
CG 35 (0,41) 162 (0,51) 207 (0,54) (0) (0,37-0,94) (©) | (0,34-091) | (LoGaw) | (0,65-1,02) | (D) (0,50-1,09) (R) | (0,99-3,15) (0) (0,31-0,95)
HLA-II GG 21 (0,24) 49 (0,15) 72 (0,19)
rs9271300
C 95 (0,55) 374 (0,59) 417 (0,54)
G 77 (0.45) 260 (0.41) 351 (0.46) p-EHW=0,4569 p-EHW=0,0658 p-EHW=1,000
N=83 N=284 N=372
cc 53(0.64) | 167(059) | 215(058) | 4359 0,37 0,0743 0,67 0,1801 061 | 0,0870 0,47 0,3487 0,81 0,2279 0.73
HLAG CT 28 (0,34) 106 (0,37) 134 (0,36) (R) (0,09-1,62) | (Lacg) | (0,43-1,05) (R) (029-1,28) | (R) (0,19-1,14) | (Law) | (052-1,27) | (Law) | (0.44-1,22)
1s1049033 TT 02 (0,02) 11 (0,04) 23 (0,06)
c 134 (0,81) | 440 (0,77) 564 (0,76)
- 32(0.19) 128 (023) 180 (0.24) p-EHW=0,8962 p-EHW=0,7443 p-EHW=0,220

Legenda: ID SNV: identificacdo da variante de nucleotideo Unico; TBe: tuberculose extrapulmonar; TBp: tuberculose pulmonar; valor p-EHW: valor do Equilibrio de Hardy-
Weinberg. Mod: Modelos genéticos. C: codominante; D: dominante, R: recessivo; O: overdominante; L aqq: 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 apds os ajustes considerando as variaveis sexo e

idade.
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Continuacdo da Tabela 7: Frequéncias genotipicas e alélicas e resultados da analise de associacdo dos SNV selecionados no melhor modelo genético e apds os ajustes com
as variaveis sexo e idade.

Gene Genotipos TBe TBp Controles
TBe vs. Cont. TBp vs. Cont. TBevs. TBp
ID SNV Alelos n, % n, % n, %
n, %
Valor-p OR p adj OR adj Valor-p OR p adj OR adj Valor-p OR p adj OR adj
(mod) (95%IC) (mod) (95%IC) (mod) (95%IC) (mod) (95%IC) (mod) (95%IC) (mod) (95%I1C)
N=84 N=315 N=405
GG 24 (0,29) 81 (0,26) 112 (0,28)
0,294 0,83 0.2150 1,20 0,5592 0,88 0,5687 0,90 0,2766 0,67
CG 43(051) | 164 (0,52) 192 (0,47) | 03519 0,76 :
(R) (043-1,36) | (Law) | (0,58-1,18) (©) (0,90-1,62) (R) (0,58-1,34) | (Law) | (0,64-1,28) (R) (0,33-1,39)
cc 17 (0,20) 70 (0,22) 101 (0,25)
HLA-G
rs1632937
G 91 (0,54) 326 (0,52) 416 (0,51)
c 77 (0,46) 304 (0,48) 394 (0,49) p-EHW=0,4154 p-EHW=0,8229 p-EHW=0,4825
N=125 N=451 N=500
GG 32 (0,26) 191 (0,42) 202 (0,40)
GA 71 (0,57) 188 (0,42) 220 (0,44) 0,0017 1,97 0,0069 1,85 0,4713 0,91 0,3782 0,88 0,0005 2,13 3,904¢”® 2,90
D 1,27- 3,06 D 1,17-2,91 (o) 0,70-1,18 D 0,65-1,17 D 1,37-3,32 D 1,70- 4,94
MICA AA 22.(017) 72(016) 78 (0.16) (D) ( ) (D) ( ) ©) ( ) (D) ( ) (D) ( ) (D) ( )
rs1051792
G 135(0,54) | 570 (0,63) 624 (0,62)
A 115(0,46) | 332(0,37) 376 (0,38) p-EHW=0,5575 p-EHW=0,0124 p-EHW=0,219

Legenda: ID SNV: identificacdo da variante de nucleotideo Unico; TBe: tuberculose extrapulmonar; TBp: tuberculose pulmonar; valor p-EHW: valor do Equilibrio de Hardy-
Weinberg. Mod: Modelos genéticos. C: codominante; D: dominante, R: recessivo; O: overdominante; L aq¢: 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 apds os ajustes considerando as variaveis sexo e
idade.
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Os quatro SNV avaliados rs9271300 no gene HLA-II, rs1049033 e rs1632937 no gene
HLA-G e rs1051792 no gene MICA encontraram-se distribuidos em equilibrio de Hardy-
Weinberg (p-EHW) nos grupos avaliados TBe vs Controles, TBp vs Controles e TBe vs TBp,
com excecdo do SNV rs1051792 no gene MICA no grupo de TBp vs Controles (p-
EHW=0,0124) (Tabela 7).

Adicionalmente, um importante dado fornecido por estudos de avaliacdo de associagao
genética sdo as frequéncias do alelo menor (MAF, do inglés: Minor allele frequency), pois
essas informacdes permitem diferenciar as variantes comuns e raras numa determinada
populacdo. O MAF corresponde a frequéncia do segundo alelo mais comum para um
determinado SNV na populacdo avaliada (NCBI, 2023).

Em relacdo ao MAF para o SNV rs9271300 na populacgéo caso, tanto para TBe e TBp,
e controle foi o alelo G, para o SNV rs1049033 foi o alelo T, para rs1632937 foi o alelo C e
para 0 SNV rs1051792 foi o alelo A (Tabela 7). Em razdo do fato de que os bancos de dados
publicos da Ensembl Genomes, as frequéncias disponiveis para os SNV sdo referentes a
populacdo em geral, ou seja, ndo havendo distingdo entre populagdo caso com TB e controle,
os resultados da MAF encontrados neste estudo foram comparados com a populagéo controle
mostrados na Tabela 8.

Tabela 8: Comparagdo entre as frequéncias da populacdo controle em relacdo as outras populacdes globais
disponiveis nos bancos da Ensembl.

Popula¢do ~ .
do estudo Populacdes globais
Gene Valor A - Leste Sul
IDSNV | p-EHW Alelos | Controles | Global Africa | Ameérica Asiatico Europa Asiatico
HLA-1I C 0,54 0,48 0,41 0,46 0,56 0,45 0,51
0,100
rs9271300 G 0,46 0,52 0,59 0,54 0,44 0,55 0,49
HLA-G C 0,76 0,77 0,75 0,76 0,89 0,74 0,70
0,777
rs1049033 T 0,24 0,23 0,25 0,24 0,11 0,26 0,30
HLA-G 0.320 G 0,51 0,46 0,49 0,53 0,40 0,57 0,30
rs1632937 ' C 0,49 0,54 0,51 0,47 0,60 0,43 0,70
MICA G 0,62 0,64 0,52 0,59 0,70 0,69 0,70
rs1051792 | 0,181 A 0,38 0,36 0,48 0,41 0,30 0,31 0,30

Legenda: ID SNV: identificacdo da variante de nucleotideo Unico; valor p-EHW: valor do Equilibrio de Hardy-
Weinberg.

A MAF para o SNV rs9271300 (alelo G) na populacdo controle foi de 0,46. Essa

frequéncia foi semelhante a populacdo do sul asiatico (MAF=0,49), especificamente a
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subpopulacdo Telangana (MAF G=0,48). Ao avaliar as frequéncias globais, a MAF é o alelo
C com 0,48.

Para o SNV rs1049033 que foi 0 alelo T com MAF de 0,24, esta frequéncia foi similar
a populacdo americana (0,24) sendo a subpopulacdo colombiana (0,22) comparavel a
encontrada no estudo. Globalmente, o alelo T é o alelo de frequéncia menor (0,23),
semelhante a encontrada no presente estudo. Da mesma forma, para 0 SNV rs1632937 foi o
alelo C com frequéncia de 0,49, semelhante a populacdo americana (0,47) e subpopulacao
mexicana (0,49). Para o0 SNV rs1051792, a MAF foi o alelo A (0,38) semelhante a populacéo
europeia e subpopulacédo da Filandia (0,39).

Dentre os SNV selecionados somente o rs9271300 foi estudado em pacientes com TB
pulmonar na populacdo chinesa (MIAO et al., 2018). Neste estudo, a MAF da populacédo
controle e paciente foi o alelo C com 0,49 para a populacdo com TBp.

Em relagdo aos SNV rs1049033, rs1632937 e rs1051792 ainda ndo foram estudados
em pacientes com TB. A partir desses resultados, é possivel observar que essa analise de
frequéncia difere nas populacdes e trata-se de uma importante avaliacdo na genética de
populacdes.

Apos a anélise das frequéncias alélicas, realizou-se a analise de associa¢do dos SNV
selecionados considerando apenas a presenca da variante na populagéo caso com TBe, TBp e
controles e padronizou-se considerar como variaveis de ajuste sexo e idade para cada SNV,

apresentados a seguir.

6.2.1 Analise de associacdo do SNV rs9271300 no gene HLA-II

Para a variante rs9271300 localizada no gene HLA-II ndo foi observado associacao
estatisticamente significativa com suscetibilidade ou protecdo a TB no grupo TBp vs
Controles e nem no grupo TBe vs TBp em nenhum modelo genético avaliado (codominante,
dominante, recessivo, overdominate e Log-Additive). Na analise do grupo TBp vs Controles,
é possivel observar que o modelo que mais se aproximou foi o Log-Additive (p=0,069)
(Tabela 9).

Em relacdo a distribuicdo das frequéncias genotipicas, ambos os grupos avaliados, o
gendtipo heterozigoto CG foi mais frequente (TBe=0,41; TBp=0,51; Controles=0,54),
seguido do gendtipo homozigoto para o alelo referéncia C (TBe= 0,35; TBp=0,33;
Controles=0,27). O gendtipo menos frequente foi o correspondente ao homozigoto para o
alelo variante G (TBe= 0,24; TBp=0,15; Controles=0,19) (Tabela 9).
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Tabela 9: Analise do SNV rs9271300 entre o grupo de pacientes com TBe, TBp e Controles nos modelos
genéticos

Gene HLA-11 (rs9271300) TBe vs. Cont TBp vs. Cont TBevs. TBp
Genétipo
TBe TBp Controles Mod: OR Mod: Mod: OR
Alelo OR (1C95%)
o n, % n, % n, % valor-p (1C95%) valor-p valor-p (1C95%)
n, %
0,76
0,59 0,78 !
(0,34-1,02) (0,55-1,09) Ok 132
C:0,0851 1,02 C:0,1745 0,67 C: 0,1063 © 79’_2 91)
N=86 N=317 N=384 (0,54-1,92) (0,43-1,06) e
0,70 0,75 0,94
D: 0,1686 ) D: 0,0803 ! D: 0,8018 )
cc 30(0,35) | 106 (0,33) | 105 (0,27) (0,43-1,15) (0,54-1,04) (0,57-1,55)
R: 0,2426 1,40 R: 0,2494 0,79 R: 0,0596 L7
CcG 35(0,41) | 162(0,51) | 207 (0,54) e (0,80-2,44) e (0,53-1,18) s (0,99-3,15)
. 0,59 ) 0,89 . 0,66
GG 21 (0,24) 49 (0,15) 72 (0,19) 0:0,0264 (0,37-0,94) 0:0,4595 (0,66-1,20) 0: 0,085 (0,40-1,06)
. 0.96 . 0,81 . 1,17
L,44:0,8202 (0,60-1.35) Lagg:0,069 (0,65-1,02) Lagg:0,373 (0,83-1.64)
C 95 (0,55) | 374(0,59) | 417 (0,54)
G 77(045) | 260 (0.41) | 351 (0.46) p-EHW=0,4154 p-EHW=0,0658 p-EHW=0,482

Legenda: TBe: tuberculose extrapulmonar; TBp: tuberculose pulmonar; valor p-EHW: valor do Equilibrio de
Hardy-Weinberg. Mod=Modelos genéticos C: codominante, D: dominante, R: recessivo, O: overdominante;
Lage: LOg-Additive. Valores p<0,05 foram considerados significativos e destacados em negrito, odds ratio (OR)
e intervalo de confianga de 95% (1C95%).

Ao comparar o grupo TBe vs Controles verificou-se uma associacdo estatisticamente

significativa com protecdo a TBe no modelo genético overdominante (p=0,026; OR=0,59)

(Tabela 9). Apds o ajuste para sexo e idade, a associacdo permaneceu no modelo
overdominante (p=0,0191; OR=0,55) (Tabela 10).
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Tabela 10: Analise do SNV rs9271300 apds os ajustes por sexo e idade em grupo de pacientes com TBe vs.
Controles nos modelos genéticos

HLA 11 TBe Controles
. Valor pag; OR 4. (1C95%) AlIC

Modelo genético n, % n, %
Codominante N=86 N=384
CcC 30 (0,35) 105 (0,27) 0,52 (0,29-0,92)
CG 35 (0,41) 207 (0,54) 0,059 0,87 (0,45-1,69) 1024
GG 21 (0,24) 72 (0,19)
Dominante
cc 30 (0,35) 105 (0,27) 0,0741 0,62 (0,36-1,04) 402.8
CG-GG 56 (0,65) 279 (0,73)
Recessivo
CC-CG 65 (0,76) 312 (0,81) 0,3914 1,29 (0,72-2,30) 405.3
GG 21 (0,24) 72 (0,19)
Overdominante
CC-GG 51(0,59) 177 (0,46) 0,0191 0,55 (0,34-0,91) 400.5
CG 35(0,41) 207 (0,54)
Log-Additive
0.1.2 86 (0,18) 384 (0.82) 0,5113 0,89 (0,62-1,26) 405.6

Legenda: TBe: tuberculose extrapulmonar; AIC: critério de Informacdo de Akaike; Valor p,g: valor de p
ajustado para sexo e idade. Valores p,4<0,05 foram considerados significativos e destacados em negrito, odds
ratio ajustados (OR,g;) € intervalo de confianga de 95% (1C95%).

No modelo overdominante, o genOtipo heterozigoto CG foi mais frequente em
controles (0,52) em comparacdo com o grupo de TBp (0,41) (Tabela 10), sugerindo que este
genotipo parece apresentar um baixo risco de desenvolvimento de TBe (OR=0,59;0R
adi=0,55).

Ao estratificar para avaliar qual sexo no modelo overdominante estava influenciando,
observou-se gue para 0 sexo masculino no grupo controle, a frequéncia do genétipo CG foi
maior (0,57) em comparacdo com os pacientes com TBe (0,36) (p=0,0035; OR=0,40;
1C95%=0,22-0,75). Para o sexo feminino, ndo houve associacéo estatisticamente significativa
nas distribui¢cdes das frequéncias caso TBe e controles (p=0,9312; OR=1,04; 1C95%=0,44-
2,44) (Tabela 11).
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Tabela 11: Resultado da andlise de associagdo do SNV rs9271300 apés 0s ajustes por sexo e idade em grupo de
pacientes com TBe vs. Controles nos modelo overdominante

Gendtipo TBe Controles Valor-p OR (95% CI) Valor pag; OR 4. (1C95%)
Overdominante n= 86 n=384
CC-GG 51(0,59) 177 (0,46) 0,0264 0,59 (0,37-0,94) 0,0191 0,55 (0,34-0,91)
CG 35 (0,41) 207 (0,54)
MASCULINO
n=61 n=175
CC-GG 39 (0,64) 75 (0,43)
0,0072 0,42 (0,23-0,76) 0,0035 0,40 (0,22-0,75)
CG 22 (0,36) 100 (0,57)
FEMININO
n=25 n=209
CC-GG 12 (0,48) 102 (0,49)
0,8921 1,03 (0,44-2,45) 0,9312 1,04 (0,44-2,44)
CG 13 (0,52) 107 (0,51)

Legenda. TBe: pacientes com TB extrapulmonar; Valor-p: valor de p; Valor padj: valor de p ajustado por sexo e
idade; OR: odds ratio e IC95%: intervalo de confianca de 95%. O valor significativo, p<0,05, estd destacado em
negrito.

A variante rs9271300 esté localizada numa regido intergénica proxima ao HLA-DRBL1,
descrita por Moffatt et al. (2010) num estudo de associacdo gendmica com asma. No entanto,
no estudo destes autores ndo foi observado associacdes desta variante com asma. Essa mesma
variante foi avaliada em pacientes com TBp na populacdo chinesa, no entanto ndo foi
observada associacgdo significativa na analise geral (p=0,281) e nem apds 0s ajustes para Sexo
e idade (p=0,273) (MIAO et al., 2018). Por outro lado, no presente estudo, os resultados
foram diferentes do encontrado pelos autores Miao et al. (2018), principalmente em relacdo a

forma clinica TBe, até entdo, pouco estudada em compara¢do com a forma de TB pulmonar.

6.2.2 Andlise de associacdo dos SNV rs1049033 e rs1632937 no gene HLA-G

Para o gene HLA-G, foram analisados dois SNV: rs1049033 e rs1632937. A variante
rs1049033 é sinbnima e a rs1632937, localiza-se na regido intrénica do gene. Para 0 SNV
rs1049033, os resultados das frequéncias genotipicas e alélicas como também as analises de
associacdo entre o grupo TBe vs Controles, TBp vs Controles e TBe vs TBp estdo

demonstrados na Tabela 12.
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Tabela 12: Analise do SNV rs1049033 entre o grupo de pacientes com TBe, TBp e Controles nos modelos

genéticos
Gene HLA-G (rs1049033) TBe vs. Cont TBp vs. Cont TBe vs. TBp
Genétipo
TBe TBp Controles Mod: OR Mod: Mod: OR
Alelo OR (1C95%)
o n, % n, % n, % valor-p (1C95%) valor-p valor-p (1C95%)
n, %
0,85 1,02 0,83
(0,51-1,41) (0,74 -1,41) (0,50-1,40)
N=86 N=284 N=372 C: 0,2661 0,35 C: 0,4047 0,62 C:0,6298 0,57
(0,08-1,54) (0,29-1,30) (0,12-2,67)
0,78 0,96 0,81
D: 0,3076 ' D: 0,7954 ' D: 0,4065 i
cc 30(0,35) | 167 (0,59) | 215 (0,58) (0,407;;17,27) (017&11131) (0’%9;’34)
CT | 35(041) | 106(0,37) | 134(036) | R:0A350 | 54591 gy | RIOIBOL | 591 08y | REOSOT8 1 (513589
TT 21(0,24) | 11(0,04) | 23(0,06) . 0,90 . 1,06 . 0,85
0:0,6931 (0.55-1.49) 0:0,7315 (0.7-146) 0:0,5486 (051-1,43)
L. :0.1686 0,75 LAdd01477 0,91 LAddO,348 0,81
add-*5 (0,49-1,14) 9 (0,70-1,18) | 7 (0,52-1,27)
C 134 (0,81) | 440 (0,77) | 564 (0,76)
T 32(0,19) | 128(023) | 180 (0.24) p-EHW=0,8962 p-EHW=0,7443 p-EHW=0,220

Legenda: TBe: tuberculose extrapulmonar; TBp: tuberculose pulmonar; valor p-EHW: valor do Equilibrio de
Hardy-Weinberg. Mod=modelos genéticos C: codominante, D: dominante, R: recessivo, O: overdominante; L aqq:
Log-Additive. Valores p<0,05 foram considerados significativos, odds ratio (OR) e intervalo de confianca de
95% (1C95%).

Para esta variante, nao foi observada uma associacgdo estatisticamente significativa em
nenhum dos cinco modelos analisados (tabela 12). Quanto a frequéncia genotipica, viu-se que
0 gendtipo referente CC foi mais frequente tanto na populacdo controle (0,58) quanto
pacientes com TBe (0,35) e TBp (0,59), seguido do gendtipo heterozigoto CT. Para este SNV,
a frequéncia do gendtipo variante TT foi baixa comparada o genotipo CC e CT. A frequéncia
do gendtipo TT na populacdo com TBp (0,04) e controles (0,06) foi inferior do que em
pacientes com TBe (0,24).

Para 0 SNV rs1049033 também foi realizado a analise considerando os ajustes por
sexo e idade (dados ndo mostrados), mas ndo resultou em associacdo estatisticamente
significativa nos grupos estudados em nenhum modelo genético, sugerindo que esse SNV
pode ndo estar associado a suscetibilidade ou protecéo a TB.

Da mesma forma, para o0 SNV rs1632937 ndo observou-se associagédo estatisticamente
significativa no grupo de pacientes com TBe, TBp e controles em nenhum dos modelos
testados (Tabela 13). Ao avaliar a distribuicdo genotipica, observou-se que o0 genotipo
heterozigoto GC foi mais frequentes nas populagdes caso e controles. O segundo genotipo
mais frequente foi 0 GG, seguido do gendtipo variante CC (Tabela 13). Apds a correcdo por
sexo e idade também ndo foi observado associacao estatisticamente significativa nos grupos

estudados (dados ndo mostrados).
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Tabela 13: Analise do SNV rs1632937 entre o grupo de pacientes com TBe, TBp e Controles nos modelos

genéticos
Gene HLA-G (rs1632937) TBe vs. Cont TBp vs. Cont TBevs. TBp
Gendtipo
TBe TBp Controles Mod: OR Mod: Mod: OR
Alelo OR (1C95%)
” n, % n, % n, % valor-p (1C95%0) valor-p valor-p (1C95%)
n, %
1,05 1,18 0,88
(0,60-1,81) (0,83-1,68) (0,50-1,56)
N=84 N=315 N=405 C: 0,6404 0,79 C: 0,4545 0,96 C: 0,8465 0,82
(0,40-1,55) (0,63-1,46) (0,41-1,65)
GG 24 (0,29 81 (0,26 112 (0,28
(0.29) (0.26) (0.28) D: 0,8647 0 0’966 D: 0,5594 0 19'10 D: 0,5995 0 0,87 8
CcG 43(051) | 164 (052) | 192 (0,47) ( 507716 1) ( '70 ;31654) ( ,501;3154 )
CC | 17(020) | 70(022) | 101(0.25) | RO3SII | g 43 3q) | RO396 | 61900y | ROBIE | 549161
) 1,16 . 1,20 , 0,97
0:0,5278 (0,73-1.86) 0:0,2150 (0.90-1.62) 0:0,8868 (0,60-156)
L. 05147 0,90 La40:0,884 0,98 Laqq:0,568 0,90
add- (0,65-1,24) 3 (0,80-1,21) 7 (0,64-1,28)
G 91 (0,54) | 326 (0,52) | 416 (0,51)
c 77.(0.46) | 304 (0,48) | 394 (0,49) p-EHW=0,4154 p-EHW=0,8229 p-EHW=0,4825

Legenda: TBe: tuberculose extrapulmonar; TBp: tuberculose pulmonar; valor p-EHW: valor do Equilibrio de
Hardy-Weinberg. Mod=Modelos genéticos C: codominante, D: dominante, R: recessivo, O: overdominante;
Lage: Log-Additive. Valores p<0,05 foram considerados significativos, odds ratio (OR) e intervalo de confianca
de 95% (1C95%).

Em relacdo a pesquisas desses SNV no gene HLA-G (rs1049033 e rs1632937) na TB
até o presente momento ainda ndo tinham sido descritas. Al-Tamimi et al. (2022) publicaram
a associacdo da variante rs66554220 (14-bp Ins/Del) localizada no gene HLA-G com
suscetibilidade a TBp na populacdo iraquiana (p=0,044; OR=9,26). Neste mesmo estudo,
outro SNV rs1063320 (+3142G>C) ndo resultou em diferencas significativas entre a
populacdo caso e controle. Além disso, os niveis séricos de HLA-G solavel foram
significativamente maiores em pacientes com TBp do que em controles, sugerindo um papel
desta proteina no desenvolvimento da doenca (AL-TAMIMI et al., 2022).

Dos genes HLA ndo-classicos de classe I, 0 HLA-G € o que tem sido mais estudados
devido seu papel na imunorregulador (CASTELLI et al., 2014). Como na TB poucos estudos
tém sido descritos sobre o papel da molécula e SNV neste gene, o presente trabalho pode
contribuir com os resultados das frequéncias alélicas e genotipicas desses SNV na TB na

populagédo amazonense.
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6.2.3 Analise de associacdo do SNV rs1051792 no gene MICA

Para o SNV rs1051792, os resultados das frequéncias genotipicas e alélicas como
também as anélises de associacdo entre o grupo TBe vs Controles, TBp vs Controles e TBe vs
TBp estdo na Tabela 14. De maneira geral, observou-se que o gendtipo GA foi o mais
frequente na populacdo caso e controles, seguido do genétipo GG e AA, sendo este Gltimo o

genotipo variante (Tabela 14).

Tabela 14: Analise do SNV rs1051792 entre o grupo de pacientes com TBe, TBp e Controles nos modelos

genéticos

Gene MICA (rs1051792) TBe vs. Cont TBp vs. Cont TBevs. TBp
Gendtipo
TBe TBp Controles Mod: OR Mod: Mod: OR
Alelo OR (1C95%)
o n, % n, % n, % valor-p (1C95%) valor-p valor-p (1C95%)
n, %
2,04 0,90 2,25
(1,29-3,22) (0,68-1,19) (1,42-3,58)
026) | 191 (042) | 202 (0.40) (0,97-3,25) (0,67-1,42) (0,99-3,35)
GG 32 (0, : , 1,97 0,92 2,13
D: 0,0017 ' D: 0,5419 ' D: 0,0005 )
GA | 71(057) | 188(042) | 220(0,44) (1217'13;06) (0'711613'19) (1v317'l32v32)
AA | 22(017) | 72(016) | 78(016) | RIOSBEY | g6y | ROBITE o700 46) | ROEEB T 067100
. 1,67 . 0,91 . 1,84
0:0,0103 (1,13-2,49) 0:0,4713 (0,70-1,18) 0:0,0027 (1,23-2,74)
i 1,40 . 0,97 . 1,44
La4q:0,0167 (1,06-1,85) Lagq:0,7312 (0,81-1,16) La44:0,0105 (1,09-1,90)
G 135 (0,54) | 570 (0,63) | 624 (0,62)
A 115 (0.46) | 332 (0,37) | 376 (0,38) p-EHW=0,5575 p-EHW=0,0124 p-EHW=0,219

Legenda: TBe: tuberculose extrapulmonar; TBp: tuberculose pulmonar; valor p-EHW: valor do Equilibrio de
Hardy-Weinberg. Mod=Modelos genéticos C: codominante, D: dominante, R: recessivo, O: overdominante;
Laqge: LOg-Additive. Valores p<0,05 foram considerados significativos e destacados em negrito, odds ratio (OR)
e intervalo de confianga de 95% (1C95%).

Para esta variante, foi observada uma associacdo estatisticamente significativa nos
grupos de TBe vs Controles e TBe vs TBp na analise univariada e permanecendo apds 0s
ajustes por sexo e idade (Tabela 15 e Tabela 17, respectivamente). No grupo TBp vs
Controles, as frequéncias alélicas apresentaram desvio do EHW (p-EHW=0,0124), um
importante pardmetro de controle de qualidade a ser considerado na andlises de associag&o.
Sendo assim, estudos adicionais nesse grupo faz-se necessario dar continuidade para avaliar

os resultados obtidos.

Na analise univariada de associacdo no grupo TBe vs Controles, notou-se associagcdo
estatisticamente significativa com suscetibilidade a TBe nos modelos genéticos codominante

(p=0,0067; OR=2,04), dominante (p=0,0017; OR=1,97), overdominante (p=0,0103;
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OR=1,67) e Log-Additive (p=0,0167; OR=1,40). A associagdo permaneceu ao comparar TBe
vs TBp (Tabela 14). Dentre estes, 0 melhor modelo genético foi o dominante (GG vs GA-
AA: p=0,0017; AIC=619.7) (Tabela 14).

Com o intuito de avaliar se o sexo e idade estariam influenciando nesta associacédo foi
feito os ajustes por sexo e idade. Os resultados obtidos apds 0s ajustes permaneceram nos
quatro modelos genéticos, com excecdo do modelo recessivo (p=0,9024), reforcando que o
sexo e idade sdo varidveis importantes na TB (Tabela 15).

Tabela 15: Analise do SNV rs1051792 apds os ajustes por sexo e idade em grupo de pacientes com TBe vs.
Controles nos modelos genéticos

MICA TBe Controles
o Valor pug OR ;. (1C95%) AlIC

Modelo genético n, % n, %
Codominante N=125 N=500
GG 32 (0,26) 202 (0,40) 1,96 (1,21-3,16)
GA 71 (0,57) 220 (0,44) 0.0189 1,55 (0,83-2,91) 207
AA 22 (0,17) 78 (0,16)
Dominante
GG 32 (0,26) 202 (0,40) 0,0069 1,85 (1,17-2,91) 549.3
GA-AA 93 (0,74) 298 (0,60)
Recessivo
GG-AG 103 (0,83) 422 (0,84) 0,9024 1,03 (0,60-1,79) 556.6
AA 22 (0,17) 78 (0,16)
Overdominante
GG-AA 54 (0,43) 280 (0,56) 0,0136 1,68 (1,11-2,55) 550.5
GA 71 (0,57) 220 (0,44)
Log-Additive
012 125 (0.20) 500 (0,80) 0,0607 1,32 (0,99-1,77) 553.1

Legenda: TBe: tuberculose extrapulmonar; AIC: critério de Informacdo de Akaike; Valor p,g: valor de p
ajustado para sexo e idade. Valores p,4<0,05 foram considerados significativos e destacados em negrito, odds
ratio ajustados (OR,g;) € intervalo de confianga de 95% (1C95%).

Apbs a estratificacdo, observou-se que o sexo masculino que estava influenciando na
associagdo visto que a frequéncia GA-AA foi maior em pacientes com TBe (0,76) em
comparacdo com os controles (0,59) (pagj=0,0142; OR,4=2,06; 1C95%=1,14-3,73). Para 0
sexo feminino, ndo houve associagcdo estatisticamente significativa nas distribui¢fes das
frequéncias TBe e controles (p=0,1869) (Tabela 16).
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Tabela 16: Resultado da analise de associagdo do SNV rs1051792 apds os ajustes por sexo e idade em grupo de
pacientes com TBe vs. Controles no modelo dominante

Genotipo TBe Controles Valor-p OR (1C95%) Valor pag; OR 4. (1C95%)
Dominante n=125 n=500
GG 32 (0,26) 202 (0,40) 0,0017 1,97 (1,27-3,06) 0,0069 1,85 (1,17-2,91)
GA-AA 93(0,74) 298 (0,60)
MASCULINO
N=78 N=278
GG 19 (0,24) 115 (0,41)
0,0091 2,19 (1,22-3,86) 0,0142 2,06 (1,14-3,73)
GA-AA 59 (0,76) 163 (0,59)
FEMININO
N=47 N=222
GG 13 (0,28) 87 (0,39)
0,2662 1,58 (0,76-3,16) 0,1869 1,60 (0,78-3,28)
GA-AA 34 (0,72) 135 (0,61)

Legenda. TBe: pacientes com TB extrapulmonar; Valor-p: valor de p; Valor padj: valor de p ajustado por sexo e
idade; OR: odds ratio e IC95%: intervalo de confianca de 95%. O valor significativo, p<0,05, estd destacado em
negrito.

A analise de associacdo do SNV rs1051792 apds os ajustes por sexo e idade no grupo
de pacientes com TBe vs TBp estdo demonstrados na Tabela 17 nos cinco diferentes modelos
genéticos. Neste caso, 0 melhor modelo genético também foi o dominante (GG vs GA-AA:
p=3,9048e-05; AIC=591.1) e os resultados da estratificacdo por sexo e idade no modelo

dominante sdo mostrados na Tabela 18, permanecendo o sexo masculino.
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Tabela 17: Analise do SNV rs1051792 apds os ajustes por sexo e idade em grupo de pacientes com TBe vs TBp

nos modelos genéticos

MICA TBe TBp
. Valor pag OR 4. (1C95%) AIC

Modelo genético n, % n, %
Codominante N=125 N=451
GG 32 (0,26) 191 (0,42)

1,7332e-04 3,06 (1,75-5,34) 592.7
GA 71 (0,57) 188 (0,42)

2,48 (1,20-5,11)

AA 22 (0,17) 72 (0,16)
Dominante
GG 32 (0,26) 191 (0,42) 3,9048e-05 2,90 (1,70-4,94) 591.1
GA-AA 93 (0,74) 260 (0,58)
Recessivo
GG-AG 103 (0,83) 379 (0,84) 4,6706e-01 1,26 (0,68-2,33) 607.5
AA 22 (0,17) 72 (0,16)
Overdominante
GG-AA 54 (0,43) 263 (0,58) 7,7325e-04 2,23 (1,39-3,59) 596.7
GA 71 (0,57) 188 (0,42)
Log-Additive

1,5484e-03 1,71 (1,22-2,40 598.0
01,2 125 (0,22) 451 (0,78) ( )

Legenda: TBe: tuberculose extrapulmonar; AIC: critério de Informacdo de Akaike; Valor p,g: valor de p
ajustado para sexo e idade. Valores p,4<0,05 foram considerados significativos e destacados em negrito, odds
ratio ajustados (OR,g;) € intervalo de confianca de 95% (1C95%).

Tabela 18: Resultado da andlise de associacdo do SNV rs1051792 ap6s os ajustes por sexo e idade em grupo de

pacientes com TBe vs. TBp no modelo dominante

Gendtipo TBe TBp Valor-p OR (95% CI) Valor pag; OR 4. (1C95%)
n=125 n=451
GG 32 (0,26) 191 (0,42) 0,0005 2,13 (1,37-3,32)  3,9048e-05 2,90 (1,70-4,94)
GA-AA 93 (0,74) 260 (0,58)
MASCULINO
N=78 N=268
GG 19 (0,24) 115 (0,43)
0,0047 2,33 (1,30-4,13) 0,0009 3,15 (1,55-6,40)
GA-AA 59 (0,76) 153 (0,57)
FEMININO
N=47 N=183
GG 13 (0,28) 76 (0,42)
0,1156 1,85 (0,91-3,71) 0,068 2,31 (0,91-5,85)
GA-AA 34 (0,72) 107 (0,58)

Legenda. TBe: pacientes com TB extrapulmonar; Valor-p: valor de p; Valor padj: valor de p ajustado por sexo e
idade; OR: odds ratio e IC95%: intervalo de confianca de 95%. O valor significativo, p<0,05, esta destacado em

negrito.
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Assim, sugere-se que 0 SNV rs1051792 esté associado ao aumento do risco para TBe,
principalmente em relacdo ao sexo masculino. Levando em consideracdo que das formas
clinicas de TBe no presente estudo, cerca de 64,67% referem-se a forma pleural e apds
analises de associacdo considerando apenas a forma pleural vs Controles no modelo
dominante (GG vs GA-AA: p=0,0021; OR(IC95%)=2,25(1,31-3,87) € pagj=0,0055;
OR4j(1C95%)=2,13(1,22-3,73)), os resultados foram significativos. Assim, este SNV pode

aumentar o risco para TBe pleural no sexo masculino (dados ndo mostrados).

Como visto, a proteina MICA interage com receptores NKG2D presentes em células
NK, linfécitos T yo e T CD8+ resultando na eliminagdo das células que expressam MICA
(BARANWAL; MEHRA, 2017). A expressdo da molécula MICA é induzida em condigdes de
estresse celular como no céncer, doencas autoimunes e infeccdes. Além disso, a interacdo de
MICA-NKG2D resulta na ativacdo de células que produzem principalmente IFN-y para
eliminar as células infectadas (TCHACROME et al., 2022).

O SNV rs1051792 é uma variante localizada no gene MICA conhecida também como
MICA-129, Vall29Met e V129M. Esta variante € do tipo transicdo G>A no residuo 129
do gene MICA e variante ndo-sinbnima missense visto que resulta na troca da sequéncia do
aminoacido valina por metionina na posi¢ao 129 no dominio o2 da proteina MICA (STEINLE
etal., 2001).

Pesquisas tém demonstrado as consequéncias funcionais desta variante de modo que
as isoformas de MICA contendo metionina na posicdo 129 interagem com o receptor NKG2D
com alta afinidade, enquanto aquelas com valina com baixa afinidade. Este fato pode afetar a
iniciacdo das células NK e o limiar regulatorio das células T (ISERNHAGEN et al., 2016;
TCHACROME et al., 2022).

Adicionalmente, estudos com esse SNV mostram que o efeito biol6gico pode mudar
de acordo com a intensidade da expressao do MICA (ISERNHAGEN et al., 2016), o que pode
ser alvo de estudos futuros em pacientes com TB. Ademais, outras variantes do gene MICA
(rs2596542) podem afetar as concentracfes de sMICA no soro de pacientes, afetando a
transcrigdo no qual deve-se avaliar SMICA para esta variante (rs1051792) também (KUMAR
etal., 2012; TONG et al., 2013).

Em particular, essa variante € pouco estudada em doencas infecciosas, principalmente

no que diz respeito a TB. Além disso, pesquisas enfatizam que as associagdes podem
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depender da populacao estudada e que ha necessidade de compreender a funcdo desta variante
para prever as consequéncias na fisiopatologia de doencas em diferentes popula¢fes. Assim,
é importante outras pesquisas complementares neste SNV do presente estudo como também
em outras regides do gene MICA para elucidar o papel desta variante genética nas doencas
infecciosas, especialmente na TB (ISERNHAGEN et al., 2016).

6.2.4 Analise de associacdo dos SNV por regressao logistica multivariada

A andlise de regressao logistica multivariada foi realizada para confirmar os resultados
obtidos sendo considerado o melhor modelo de heranca genético e encontram-se disponiveis
na Tabela 19. A partir dessa andlise, confirmou-se os resultados obtidos anteriormente para o
SNV rs1051792 no gene MICA nos grupos de TBe vs Controles e TBe vs TBp, sugerindo que
este SNV esta associado com o aumento do risco para TBe. Curiosamente, para 0 SNV
rs9271300 apareceu uma associacao estatisticamente significativa sugestiva de protecédo para
TBp (p=0,0110; OR=0,55), possivelmente melhor evidenciado com o aumento do ndmero

amostral.

Tabela 19: Resultados da analise de regressdo logistica multivariada nos grupos estudados ap6s ajustes por sexo
e idade considerando o melhor modelo de herancga genético.

SNV TBe vs. Cont TBp vs. Cont TBe vs TBp
Mod: valor-p OR(IC95%) Mod: valor-p OR(IC95%) Mod: valor-p OR(IC95%)
1s9271300 0: 0,0553 0,53(0,28-1,01) D: 0,0110 0,55(0,35-0,87) | R: 0,6464 | 0,93(0,38-2,24)
rs1049033 R: 0,6606 0,66(0,10-4,06) R: 0,7580 0,84(0,29-2,45) | D: 0,0500 | 1,20(0,54-2,62)
151632937 R: 0,9351 0,96(0,42-2,18) 0:0,5834 | 1,12(0,74-1,70) | D: 0,7076 | 1,17(0,51-2,67)
151051792 D: 0,0211 2,37(1,13-4,96) 0: 0,7205 1,07(0,71-1,62) | D: 0,0003 | 2,90(1,80-4,95)

Legenda: TBe: tuberculose extrapulmonar; TBp: tuberculose pulmonar; valor p-EHW: valor do Equilibrio de
Hardy-Weinberg. Mod=Modelos genéticos D: dominante, R: recessivo, O: overdominante. Valores p<0,05
foram considerados significativos, odds ratio (OR) e intervalo de confianga de 95% (1C95%). Valor da AUC
(area sob a curva) foi de 0,70.

Além disso, ao realizar a anélise de desequilibrio de ligacdo (DL) foi observado um
DL entre os SNV rs1632937 e rs1049033 na populacdo avaliada (r?=0.298; D'=0.973;
LOD=40.06), mas ndo em relacdo aos SNV rs9271300 e rs1051792 (Figura 12).
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Figura 12: Desequilibrio de ligacdo da populagdo de pacientes com TB e controles avaliados para as quatro

variantes em genes do sistema HLA.
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Legenda: As quatro variantes analisadas localizam-se na parte superior da figura dispostas verticalmente. A:
Diagrama do desequilibrio de ligacdo com seus respectivos blocos gerado. B: Frequéncias dos blocos de

haplétipos (Block 1).

6.3 Andlise de Haplétipos

Um haplétipo é definido como um grupo/combinacéo de alelos ou de SNV em regides

proximas ao longo do mesmo cromossomo em um Unico gene ou em VArios genes, que

tendem a serem herdados em unidades (blocos) para os descendentes (NHGRI- National

Human Genome Research Institute) sendo utilizados para investigar a influéncia dos genes
nas diferentes doencas humanas estudadas (CRAWFORD; NICKERSON et al., 2005). Em

relacdo a analise de hapldtipo no presente estudo (Tabela 20), ndo foi observada associacdo

estatisticamente significativa dos haplétipos com TB.

Tabela 20: Resultados da andlise de hapl6tipos no grupo de TB vs Controles nos SNV.

Haplétipos Frequéncia
Valor-p OR (95% CI)
rs9271300-rs1049033-rs1632937-rs1051792  Caso/controle
CCGG* 0,18/0,18 1,00
CCCG 0,10/0,08 0,5882 1,20 (0,61-2,36)
CCGA 0,12/0,12 0,5121 0,83 (0,47-1,45)
CTCG 0,06/0,08 0,5422 0,82 (0,43-1,56)
GCCG 0,06/0,08 0,3404 0,71 (0,35-1,44)
GCGA 0,09/0,07 0,7245 1,11 (0,62-1,98)
GCGG 0,11/0,12 0,0502 0,51 (0,26-1,00)
GTCG 0,07/0,07 0,5958 0,85 (0,46-1,55)
Geno.raro 0,16/0,07 0,0893 0,60 (0,33-1,08)

Legenda: *=hapl6tipo referéncia, odds ratio (OR) e intervalo de confianca de 95% (1C95%).
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6.4 Analise de interacdo génica

Na analise de interacdo entre os SNV selecionados ndo foi observada associagdo
estatisticamente significativa nos quatro modelos de heranca genéticos analisados entre
pacientes com TB e controles no modelo dominante e nem apds 0s ajustes por sexo e idade
(dados ndo mostrados). Apesar de ndo ter sido significativo, o que mais se aproximou foi o

SNV rs1632937 com 0 SNV rs1051792 (p=0,078) (Figura 13).

Figura 13: Gréfico da analise de interacdo génica dos SNV selecionados no modelo dominante.
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6.5 Analise da quantificacdo de IL-6

Para a determinacdo de IL-6 foi analisada em 97 amostras, sendo 07 amostras de
pacientes com TB extrapulmonar (TBe), 47 amostras de pacientes com TB pulmonar (TBp) e
43 individuos do grupo controle (Figura 14). Apos as andlises realizadas observou-se que
entre os grupos de pacientes (TBe+TBp) e controles (Figura 14A) e estratificando a
populacdo caso nas formas clinicas de TB (Figura 14B) ndo houve diferencas

estatisticamente significativas nas condices testadas.
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Figura 14: Concentracdo de IL-6 nos grupos pacientes e controles.
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Legenda: (A) Comparacéo da concentracéo da citocina nos controles e pacientes com TBe e TBp através do teste
ndo paramétrico Mann Whitney. (B) Comparagéo da concentra¢do da citocina nos controles, TBp e TBe atraves

do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis.

Além disso, foi feito a analise dos gendtipos dos quatro SNV selecionados para avaliar

se tinha correlacdo com a concentracdo de IL-6 (Figura 15). Apds os resultados obtidos

também ndo houve diferencas estatisticamente significativas.
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Figura 15: Concentracdo da citocina IL-6 entre os genotipos dos SNV estudados em TBe, TBp vs Controles.
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Legenda: A-D: rs9271300; E-H: rs1049033; I-L: rs1632937; M-P: rs1051792. Comparacdo da concentracdo da
citocina nos controles vs pacientes através do teste ANOVA nédo paramétrico Kruskal-Wallis.

Os resultados encontrados no presente estudo foram similares ao de Kaushik et al.

(2023) no qual os niveis séricos de IL-6 de pacientes com TB ativa foram semelhantes aos de
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controles. Por outro lado, Kumar et al. (2019) ao avaliar os niveis de citocinas pro-
inflamatorias em pacientes com TB ativa na populacdo indiana, a 1L-6 foi significativamente

maior nos pacientes.

Recentemente, Vivekanandan et al. (2023) também constataram concentragdes
plasmaticas de IL-6 elevadas em pacientes com TB. Segundo os autores, diante das diferentes
citocinas analisadas, a IL-6 foi a mais promissora em discriminar pacientes com TB e contatos
(VIVEKANANDAN et al.,, 2023). No entanto, outros estudos observaram proporgdes
elevadas significativas quando avaliaram a combinagdo IL-6/1L-10 e IL-6/TNF-o nos
pacientes com TB (HARLING et al., 2018; KAUSHIK et al., 2023).

Diante das pesquisas publicadas, nota-se que a funcdo da IL-6 na TB em humanos
ainda é controversa (LINGE et al., 2022). Sabe-se que para o sistema imunologico eliminar o
patdgeno, a regulacdo entre os eventos e componentes envolvidos na resposta como citocinas
pré-inflamatorias sdo cruciais para evitar a doenca. Neste contexto, a IL-6 é uma importante
citocina pleiotrépica implicada nas respostas imunes protetoras a TB por ser fundamental na
geracdo de respostas TH1 (RITTER et al., 2020).

Ladel et al. (1997) demonstraram experimentalmente a importancia da IL-6 na
infeccdo por TB visto que camundongos knockout para IL-6 tiveram tuberculose fatal. Outros
estudos demonstraram que a producdo de IL-6 é regulada pelo patégeno da TB resultando em
inibicdo da sinalizacdo do interferon tipo | e consequente desenvolvimento da doenca
(MARTINEZ et al., 2013). Além disso, outras funcdes exercidas pela IL-6 tém sido descritas
como intermediadora do equilibrio TH17/Treg, pois a IL-6 juntamente TGF-B medeiam a
inducdo de células T naive em células TH17 e a citocina pode inibir a diferenciacdo de Treg
(KIMURA; KISHIMOTO et al. 2010).

Rambaran et al. (2021) observaram que embora 0 aumento da expressédo de IL-6 na
TB ativa foi associada a uma rapida eliminacdo bacteriana, niveis elevados de I1L-6 e IL-1RA
no plasma também foram associadas com a cavitacdo pulmonar, condicdo caracteristica de
TBp. Em conjunto, esses dados enfatizam que o equilibrio da resposta imunoldgica €
essencial para se obter a eliminacdo eficiente do patdgeno e evitar o agravamento da doenca.
Portanto, dependendo da magnitude dos niveis de IL-6 produzidas no organismo na presenca
do patogeno, seja de forma equilibrada ou desregulada, podem culminar na imunidade

protetora ou na gravidade da doenca, respectivamente.
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6.6 Analise da quantificacdo de IL-1§

Em relagdo a determinagdo de IL-1pB, esta foi analisada em 99 amostras, sendo 19
amostras de pacientes com TB extrapulmonar (TBe), 41 amostras de pacientes com TB
pulmonar (TBp) e 39 individuos do grupo controle (Figura 16). Apos as analises, observou-se
que entre os grupos de pacientes (TBe+TBp) e controles (Figura 16A) e estratificando a
populacdo caso nas formas clinicas de TB (Figura 16B) houve diferencgas estatisticamente

significativas.

Nota-se que ao comparar a concentracdo da IL-1p considerando os pacientes com TB
(TBe e TBp) e controles, as concentracdes da citocina foram mais elevadas nos pacientes que
na populacdo controle (Figura 16A). Ao estratificar a populacdo de pacientes segundo a
forma clinica, os pacientes com TBe apresentaram concentragdes mais elevadas que o0s

pacientes com TBp (Figura 16B).

Figura 16: Concentracdo de IL-1p nos grupos de pacientes com TB vs Controles.
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Legenda: (A) Comparacdo da concentragdo da citocina nos controles e pacientes com TB através do teste ndo
paramétrico Mann Whitney p<0.0001. (B) Comparagdo da concentragdo da citocina nos controles vs pacientes
com TBp e TBe através do teste ANOVA ndo paramétrico Kruskal-Wallis. **** alto nivel de significancia.

No que diz respeito a analise dos gendtipos dos quatro SNV selecionados e a

concentracdo com a citocina também houve diferencas estatisticamente significativas (Figura

17).
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Figura 17: Concentragdo da citocina IL-1f entre os genotipos dos SNV estudados em TBe, TBp vs Controles.
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Em relagdo ao SNV rs9271300 no gene HLA-II, embora ndo tenha sido observada
diferengas significativas entre os gendtipos dos individuos com TBp, h4 4 individuos com
alelo variante GG e 3 com alelo CG que se destacaram em relacdo aos demais, pois
produziram altas concentracdes de IL-lbeta. Por outro lado, os pacientes com TBe que
carregam o genotipo referéncia CC apresentam concentragdes mais elevadas de IL-1pB
(Figura 17A). Para o SNV rs1049033, embora o numero amostral do genétipo variante TT
ser pequeno, nota-se que 0s pacientes com TBp que carregam este genotipo TT parecem

produzir niveis mais elevados da citocina (Figura 17E).

O outro SNV localizado no gene HLA-G, rs1632937, o gendtipo variante CC dos
pacientes com TBp apresentam concentracfes maiores de IL-1B do que o genétipo CC dos
controles assim como o genétipo CG, respectivamente (Figura 171). Ao considerar o modelo
dominante, as concentracdes permanecem elevadas do CG+CC dos pacientes com TBp

comparada aos controles (p<0,0001) (Figura 17J).

Para o SNV rs1051792 localizada no gene MICA, a concentracdo de IL-1p do gendtipo
variante AA nos pacientes com TBp foram similares aos controles e mais baixas do que o
genotipo AA dos pacientes de TBe. Além disso, ndo se observa diferencas de concentracdes
entre 0 genotipo GA e AA entre os pacientes com TBp. Contudo, o genoétipo referéncia GG
dos pacientes com TBp, as concentra¢fes da citocina sdo mais altas do que os controles
(Figura 17M).

Para esta citocina, o fato do niumero de amostras para 0 gendtipo variante ter sido
pequeno, principalmente para pacientes com TBe, dificultou a precisdo dos resultados.
Entretanto, com os resultados apresentados é possivel observar concentracGes da citocina
diferentes entre as formas clinicas na populacdo de pacientes e nos gendétipos para 0 SNV em

questao.

A IL-1B ¢ uma importante citocina envolvida na defesa contra o patdégeno causador da
TB (SOUZA DE LIMA et al., 2020; SILVERIO et al., 2021). Estudos experimentais in vitro e
in vivo tém demonstrado a importancia da IL-1P no controle da infec¢ao por M. tuberculosis
visto que camundongos knockout para IL-1R ou para MyD88 foram mais suscetiveis a
infeccdo (FREMOND et al., 2007; MAYER-BARBER et al., 2011).

Em resposta ao patogeno, a IL-1B pode ser produzida pela ativagdo dos

inflamassomas, principalmente NLRP3 e AIM2, como mostram os estudos in vitro, mas esta


https://www.cell.com/immunity/fulltext/S1074-7613(11)00511-5?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS1074761311005115%3Fshowall%3Dtrue
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ndo é uma via dependente (WAWROCKI et al., 2017). Pesquisas mostram que a citocina
pode ser produzida mesmo na auséncia de caspase-1, envolvida no processamento e
maturacdo da IL-1p (AFONINA et al., 2015), indicando que a mesma pode ser originada por
outras vias durante a infeccdo por M. tuberculosis in vivo (RASTOGI; BRIKEN, 2022). No
entanto, aspectos sobre expressdo e processamento de IL-1 bem como outras populagdes
celulares além dos macréfagos alveolares produtores da citocina e vias relacionadas no
contexto da TB ainda ndo sdo totalmente esclarecidas (MAYER-BARBER et al., 2011).

No presente estudo, as concentragdes de IL-1p foram significativamente mais elevadas
em pacientes do que controles (p<0,0001). Apds estratificar a populacdo caso nas formas
clinicas, observou-se que a concentracdo da citocina em pacientes com TBe (p<0,001) foi
mais elevada em comparacdo com os pacientes de TBp (Figura 16). Estudos em relacdo a
TBe e correlacionando as concentragfes da IL-1B com os gendtipos dos SNV selecionados

S80 escassos.

Nossos resultados foram semelhantes aos estudos descritos por Wang et al. (2015) no
qual as concentracdes séricas de IL-1B de pacientes com TBp, especialmente os pacientes
com TB multirresistente, foi maior que nos controles e correlacionada com a gravidade
radiografica. Por outro lado, Kaushik et al. (2023), descreveram que os niveis de IL-1p bem

como IL-2, IL-6 e TNF-a foram comparaveis entre pacientes com TB e controles.

Sousa et al. (2020) ao avaliarem a modulacdo da imunidade do hospedeiro a TB
utilizando isolados clinicos de M. tuberculosis geneticamente distintos de pacientes com
diferentes gravidades de TB, os autores constataram que os isolados recuperados de pacientes
com doenca leve de TB induziram consistentemente elevados niveis de IL-1 em PBMCs
humanas enquanto os com doenca moderada a grave, produziram concentra¢fes mais baixas
na citocina. Segundo as analises transcriptbmicas realizadas pelos autores, as baixas
concentragdes de citocina seriam decorrentes do bloqueio da ativacdo do inflamassoma, cGAs
e outras visas de sinalizacdo intracelular no qual resultaria em respostas diminuidas de IL-1 e,
consequentemente, a progressao e gravidade a TB. Assim, 0s autores relataram que respostas

diminuidas de IL-1p estdo associadas a TB mais grave.

Diferente dos resultados encontrados neste estudo, segundo Llibre et al. (2022)
pacientes com TB ativa apresentaram respostas da citocina IL-1o e IL-1p mais baixas,
mostrando que a sinalizacéo da IL-1p ¢ fortemente alterada na TB ativa, mas que a resposta é

restaurada apos tratamento bem-sucedido (LLIBRE et al., 2022). Deve-se mencionar que as
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condigcOes de experimento de Llibre et al. (2022) foram diferentes do presente estudo visto
que os autores utilizaram sangue periférico estimulado com antigenos de M. tuberculosis,

circunstancias que podem influenciar nas diferencas observadas.

Existem inGmeras variaveis que podem determinar a producdo de citocinas nos
diferentes estadgios da doenca como a carga de bacilos vidveis exposta ao hospedeiro,
caracteristicas proprias do hospedeiro e da cepa infectante de M. tuberculosis (SILVERIO et
al., 2021). Neste contexto, algumas pesquisas tém apontado que o proprio microrganismo
desenvolve estratégias para driblar as respostas da IL-1 do hospedeiro para seu proprio
beneficio (SILVERIO et al., 2021).

Outro ponto a ser considerado é que na TB, as respostas exercidas pela IL-1
necessitam de rigorosa regulacéo para promover resisténcia do hospedeiro a infec¢do ao passo
que se evite a imunopatologia. Existem fatores que regulam a sinalizagéo pela IL-1p e dentre
eles tém-se transcricionais, pds-transcricionais e de transducgdo de sinal e 0s mecanismos que
interferem na ativacdo do inflamassoma podem modular a secrecdo de IL-18 (MANTOVANI
etal., 2019).

Tendo em vista as fungdes descritas da IL-1p na TB, estas parecem ser dindmicas e
complexas uma vez que a sua producdo é essencial nas respostas iniciais para a resisténcia do
hospedeiro a infeccdo e 0 excesso de produgdo nas respostas tardias pode resultar em dano
tecidual para o hospedeiro (ORME et al., 2015; RASTOGI, BRIKEN, 2022).

6.7 Anélise da quantificacdo de IFN-y

Para a determinagdo de IFN-y analisou-se 77 amostras. Destas, 43 amostras
pertenciam ao grupo de pacientes com TB pulmonar (TBp) e 34 individuos do grupo controle
(Figura 18A). Em relacdo ao grupo controle, 30 individuos eram contatos diretos dos
pacientes com TBp e 4 ndo contatos (Figura 18B). Na comparacdo de TBp vs Controles,
observou-se uma associagdo estatisticamente significativa (p=<0,0001). Curiosamente, 0s
pacientes com TBp produziram concentragfes mais elevadas de IFN-y em comparagdo com

os controles (Figura 18A).
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Figura 18: Concentragdo de IFN-y nos grupos de TBp vs Controles (contatos e ndo-contatos).
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Legenda: (A) Comparagdo da concentracdo da citocina nos controles e pacientes com TBp através do teste ndo
paramétrico Mann Whitney p<0.0001. (B) Comparacéao da concentracdo da citocina nos controles contatos e ndo
contatos vs pacientes com TBp através do teste ANOVA ndo paramétrico Kruskal-Wallis. **** alto nivel de
significancia.

Do total de 43 pacientes com TBp, 32 foram positivos para liberacdo da citocina.
Destes 32 pacientes com TBp, 18 produziram niveis mais elevados (>1,05UI/mL), 09 niveis
baixos (0,35 a 0,70Ul/mL) e 05 niveis médios (0,71 a 1,05UI/mL). Observou-se também que
alguns pacientes com TBp (n=11/43) foram negativos para o ensaio de liberacdo do IFN-y
(<0,35). Além disso, a maioria do grupo controle eram contatos (n=30/34) dos pacientes com
TBp. Destes, 28 contatos foram negativos para IFN-y e 06 positivos, sendo cinco com

concentracdes elevadas da citocina (>1,05Ul/mL).

Embora os SNV estudados nao tenham sido associados a protecdo ou suscetibilidade a
TBp no presente estudo (Tabela 7), avaliou-se a concentracdo de IFN-y em relagdo aos
gendtipos dos quatro SNV estudados nos modelos de heranca genética codominante,

dominante, recessivo e overdominante (Figura 19).
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Figura 19: Concentragdo da citocina IFN-y entre os gendtipos dos SNV estudados em TBp vs Controles.
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Observou-se que para 0 SNV rs9271300 no gene HLA-II, a concentracdo da citocina
no gen6tipo CC foi maior em comparagao com o genotipo CG e GG em pacientes com TBp
no modelo codominante (Figura 19A). Neste modelo, foi encontrado uma associacéo
estatisticamente significativa para o genétipo CG (p<0,001), ou seja, pacientes com TBp que
carregavam o SNV em heterozigose CG apresentaram niveis mais elevados da citocina em
comparagdo com o grupo controle (Figura 19A e 19D). No modelo dominante, CG-GG dos
pacientes com TBp foi maior que 0 CG-GG dos controles (Figura 19B). O gen6tipo para o
alelo variante G (GG) nédo apresentou diferencas estatisticas na populacdo caso e controle da

concentracédo de IFN-y (Figura 19C).

Para 0 SNV rs1049033 no gene HLA-G (Figura 19E-H), devido ao nimero limitado
de amostras para 0 genotipo variante TT, ndo foi possivel comparar quanto a concentracao da
citocina. Por outro lado, para o0 SNV rs1632937 no gene HLA-G (Figura 19I-L), os pacientes
com TBp com genotipo CG e CC parecem produzir niveis de IFN-y semelhantes (Figura
191). Ao comparar com os controles, os pacientes TBe com gendtipo CG produzem niveis

mais elevados de citocina do que os controles (Figura 19L).

Diferentemente, o SNV rs1051792 no gene MICA (Figura 19M-P), embora ndo tenha
resultado em associacéo estatisticamente significativa na analise de associacdo com TBp vs
Controles e niumero amostral limitado na analise de citocinas, nota-se que 0s pacientes com
TBp que carregam o SNV para homozigose do alelo variante (AA) parecem produzir
concentra¢fes mais elevadas de IFN-y em comparacdo com o genétipo GG e GA no modelo
codominante (Figura 19M). Ao avaliar no modelo dominante (Figura 19N), houve
associacdo entre os genétipos GA+AA de pacientes com TBp e GA+AA de controles
(p<0,01).

De modo geral, embora os pacientes com TBp apresentaram concentracdes mais altas
de IFN-y em relacdo ao grupo controle, este fato ndo evitou o desenvolvimento da doenca.
Deve-se levar em consideracdo que a imunopatogénese da TB é multifatorial e complexa e
diferentes mecanismos podem estar envolvidos além da resposta predominante TH1
(CARDONA et al., 2018; BERNS et al., 2022). Outro fator para considerar é que o IFN-y por
si s6 ndo é Unico componente envolvido na imunidade do hospedeiro contra a TB
(LALVANI; MILLINGTON, 2008).

Em relacdo aos pacientes que tiveram resultados negativos para o ensaio de liberacéo

do IFN-y, alguns fatores possivelmente podem estar relacionados a isso, alem dos fatores
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genéticos do hospedeiro ndo totalmente elucidado. Fatores como desequilibrio na resposta
principal TH1 bem como desbalango nas respostas TH1/TH17, idade, concentracdo baixa de
linfécitos e a propria condicdo patoldgica pode resultar em diferentes niveis de citocina
(CAVALCANTI et al., 2012; KAUSHIK et al., 2023).

O IFN-y certamente ¢ uma citocina crucial na defesa contra a TB, mas dependendo da
concentracdo produzida pode influenciar no desfecho da doenca (SHANMUGANATHAN et
al.,, 2022). Diferentes estudos demonstram a importancia desta citocina visto que
camundongos knockout para IFN-y foram mais suscetiveis a infeccdo por Mycobacterium
tuberculosis e deficiéncias apresentadas tanto no gene IFN-y quanto no receptor da citocina
apresentam maior suscetibilidade a infecgdes micobacterianas (FLYNN et al.,, 1993;
OTTENHOFF et al., 1998; KERNER et al., 2020).

Além disso, um importante componente que contribui para uma resposta eficiente pelo
sistema imunoldgico é a homeostasia entre a complexa rede de citocinas e mediadores
envolvidos na resposta visto que produzir quantidades baixas de citocina pode resultar em
respostas inadequadas e a concentracfes demasiadamente elevadas em dano tecidual
(MARTINO et al., 2019). Adicionalmente, observou-se variagdes nas concentracdes de IFN-y
entre alguns pacientes com TBp (Figura 18), pois cada individuo pode responder de forma

diferente na presenca do bacilo (LU et al., 2019).

Os resultados da concentragcdo da citocina analisados neste estudo nos diferentes
gendtipos dos SNV selecionados nos genes HLA-II, HLA-G e MICA podem contribuir com

outras pesquisas para elucidar mecanismos ainda desconhecidos sobre a patogénese da TB.

6.8 Andlise da quantificacdo de TNF-a

Para a determinacdo de TNF-a analisou-se 96 amostras. Destas, 32 amostras
pertenciam ao grupo de pacientes com TB pulmonar (TBp) e 64 individuos do grupo controle
(Figura 20A). Em relagdo ao grupo controle, 55 individuos eram contatos diretos dos
pacientes e 09 ndo contatos (Figura 20B). Em relacdo ao grupo TBp vs Controles, nao foi
observada associagdo estatisticamente significativa. Ao estratificar o grupo controle em
contatos e ndo-contatos, uma associacdo estatisticamente significativa apareceu entre TBp e
0s ndo-contatos (p<0,05). Ndo houve diferenca nos niveis de produgdo da citocina entre
contatos e ndo contatos (Figura 20).



111

Figura 20: Concentragdo de TNF-a nos grupos de TBp vs Controles (contatos e ndo-contatos).
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Legenda: (A) Comparagdo da concentracdo da citocina nos controles e pacientes com TBp através do teste ndo
paramétrico Mann Whitney. (B) Comparacéo da concentracéo da citocina nos controles contatos e ndo contatos
vs pacientes com TBp através do teste ANOVA ndo paramétrico Kruskal-Wallis.*p<0,05

Os niveis de TNF-o. no grupo de pacientes com TBp e controles (contatos e néo-
contatos) foram similares (Figura 20A). Notavelmente, observa-se que os pacientes com TBp
apresentaram niveis mais elevados da citocina em comparacdo aos controles ndo contatos
(Figura 20B). Tendo em vista que 0 grupo nao-contato sdo os individuos que ndo convivem
com os pacientes de TB, ndo consanguineos, sem sintomatologia e histdrico de TB, espera-se
niveis baixos da citocina visto que estes ndo tém a doenca. Além disso, observa-se que alguns
pacientes com TBp apresentam variagcdes nas concentracfes da citocina ao passo que alguns

produzem niveis mais baixos e outros mais elevados.

Nas analises dos gendtipos dos SNV em relacdo as concentragdes de TNF-a, algumas
associacOes foram visualizadas (Figura 21). Para o SNV rs9271300, o genotipo CG dos
pacientes com TBp apresentaram niveis maiores da citocina em relacdo ndo contatos e
comparaveis ao contatos (Figura 21A). No modelo dominante, CG+GG de pacientes com
TBp foi maior a concentracdo do que CG+GG dos ndo contatos (p<0,01) (Figura 21B). Para
0 SNV rs1049033, o gendtipo do alelo variante TT em pacientes com TBp parece ser mais

elevado do que os ndo contatos, embora o nimero amostral seja pequeno (Figura 21E).
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Semelhantemente, para 0 SNV rs1632937, os niveis de TNF-a do genoétipo do alelo variante
(CC) do grupo de TBp é maior do que os ndo contatos (p<0,05) (Figura 211). Finalmente,
para 0 SNV rs1051792 no gene MICA, o GG+GA é mais elevado em pacientes com TBp do
que ndo contatos (p<0,05) (Figura 210).

Em concordancia com os resultados encontrados neste estudo, Mirzaei et al. (2018)
avaliaram a producdo de TNF-a em pacientes com tuberculose em comparagdo com pessoas
saudaveis e constataram que esta citocina foi significativamente mais elevada em pacientes
com TBp do que controles, revertendo os niveis apds o tratamento. Outros estudos publicados
foram condizentes com os resultados encontrados no presente estudo no qual também
encontraram niveis mais elevados da citocina em pacientes (LUO et al., 2019; KUMAR et al.,
2019).

Juntamente com IL-1B e IFN-y, o TNF-a ¢ uma importante citocina envolvida no
controle da infeccdo ao patégeno da TB (ROACH et al., 2002). O TNF-0 aumenta as
respostas das células T visto que promovem a fusdo fagolisossomal dos macréfagos, aumenta
a capacidade fagocitica dos macréfagos, estimula a apoptose dos macréfagos e contribui para
a formagéo de granuloma com intuito de controlar a progressdao da doenca. Da mesma forma
que algumas citocinas, 0 TNF-o atua na defesa contra M. tuberculosis como tabém na
imunopatologia da tuberculose (CAVALCANTI et al., 2012).
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Figura 21: Concentracdo da citocina TNF-a entre os gendtipos dos SNV estudados em TBp vs Controles
(contatos e ndo contatos).
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Em conjunto, observou-se que o nimero amostral para o gendtipo raro foi pequeno e
possivelmente devido a isso a diferenca estatistica entre 0os genotipos e a concentragdo da
citocina ndo foi evidenciado. Além disso, sabe-se que a patogénese da TB é complexa,
heterogénea e multifatorial, 0 que nos leva a pensar que ha outros fatores combinados a esses
genes bem como outras citocinas envolvidas que podem estar influenciando nos resultados
obtidos.

Sabe-se que diferentes pesquisas tém avaliado o efeito das respostas de citocinas
plasmaticas soluveis na TB. Entre as citocinas envolvidas na TB, o TNFa, I[FNy, I[L-13 e a IL-
6 tém sido associadas ao desfecho da doenca (RAMBARAN et al., 2021). E importante
salientar que os estudos tém mostrado que a concentrag¢fes de citocinas variam durante os

diferentes estagios da infecgdo pelo M. tuberculosis (LUO et al., 2018).

Adicionalmente, tém sido sustentado que para se obter uma resposta imune protetora é
necessario o equilibrio em conjunto das citocinas chaves tanto pré inflamatorias quanto anti-
inflamatdrias envolvidas na TB, ou seja, a producdo dessas citocinas na proporc¢do, fase,
tempo e combinacdo adequada (NEVES et al., 2022). Assim, as citocinas pro-inflamatorias
podem ser responsaveis tanto pela protecdo quanto pela patogénese da TB (AL-ATTIYAH et
al.,2012; KUMAR et al., 2019).

Diante disso, € importante avalia-las quanto aos genotipos dos diferentes SNV que
podem estar associados a resposta imune a TB e, certamente, esses estudos aprimorardo nosso
entendimento sobre essa complexa resposta imune. E digno de nota que os estudos sobre SNV
em genes que codificam para moléculas envolvidas na imunopatogénese da TB,
principalmente em relacdo a TBe, sdo escassos e bastante limitados bem como correlagcdo com

a concentracao de citocinas.
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7 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que:

1.

As frequéncias alélicas para os SNV rs9271300 (C/G) no gene HLA-II, rs1049033
(C/T) e rs1632937 (C/G) no gene HLA-G e rs1051792 (G/A) no gene MICA foram
maiores que 10% na populagdo caso e controle. Semelhantemente, as frequéncias
genotipicas para estes SNV também foram superiores a 10%, exceto para o gendtipo
TT do SNV rs1049033 tanto na populacdo caso quanto controle que foi inferior a
10%.

O SNV rs9271300 no gene HLA-1I foi associado para protecdo a TBe no modelo
overdominante e a protecdo a TBp no modelo dominante.

Para 0os SNV rs1049033 e rs1632937 no gene HLA-G ndo foram observadas
associacdes genéticas com a protecdo ou suscetibilidade a TB nos grupos investigados.
O gendtipo AA do SNV rs1051792 no gene MICA foi associado com o aumento do
risco para 0 sexo masculino quanto a TBe de acordo com o modelo de herancga
dominante.

Ndo foi observada associacdo estatisticamente significativa dos hapl6tipos com
desenvolvimento de TB.

N&o houve interacdo génica entre 0os SNV estudados.

A concentracdo da citocina IL-6 entre pacientes com TB e controles bem como nos
diferentes gendtipos dos SNV estudados foram semelhantes.

De maneira geral, houve uma maior producdo das citocinas IL-1p, IFN-y ¢ TNF-a nos
pacientes com TB do que controles. Na analise com os genétipos do gene MICA, SNV
rs1051792, os pacientes com TB que carregam 0 genotipo para o alelo variante (AA)

parecem produzir maior concentracdo de IFN-y e TNF-a no modelo codominante.
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Considerac0es gerais

Com esse estudo foi possivel determinar as frequéncias alélicas e genotipicas para
SNV em genes do sistema HLA, principalmente em regides pouco estudadas; associacdes
relacionadas a protecdo ou suscetibilidade na TB em nossa populacdo amazonense. Diante
disso, os achados encontrados no presente estudo reforcam a importancia e valiosidade das

pesquisas envolvendo imunogenética, especialmente na complexa doenca TB.
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Meses do ano de 2019

Ano de
2020

Atividades

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

01 02

Revisdo bibliografica

Escrita do projeto para submissdo no

comité de ética

Submissdo do projeto ao Comité de

ética da UFAM (CEP/UFAM)

Disciplinas obrigatorias e optativas

exigidas pelo programa

Participacdo de congressos

Escrita do artigo cientifico

Selegdo das sondas

Aceite do projeto no CEP/UFAM

Pedido das sondas

Coleta, transporte e processamento das

amostras clinicas (exames

bacterioldgicos e extracdo de DNA).

Elaboracéo da planilha e insercéo dos

dados epidemioldgicos, clinicos e
genéticos.

Testes de Genotipagem por gPCR

Legenda: R= realizado.

Meses do ano de 2020

Ano de 2021

Atividades

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

01 02

Revisdo bibliogréfica

Disciplinas obrigatorias e optativas
exigidas pelo programa

Participacdo de palestras e eventos
online

Escrita do artigo cientifico

Submissdo do artigo cientifico

Corregdes do artigo sugeridas pelos
revisores

Organizacéo da planilha e insercéo
dos dados epidemioldgicos,
clinicos e genéticos.

Anédlise dos resultados

Escrita do manuscrito de doutorado
para posterior qualificacdo

Legenda: R= realizado.
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Meses do ano de 2021 Ano de 2022

Atividades 03|04 |05|06|07|08|09|10|11|12|01|02|03|04|05|06/|07|08]|09

Realizacdo das disciplinas
optativas RIR|RIRIR R
Participacdo de palestras e
eventos online RIR|IR|R
Preparacdo da aula de R | R
qualificacdo
Exame de qualificagdo R
Coleta, transporte e
processamento das amostras
clinicas (exames bacterioldgicos e RIRIRIRIRIRIR
extracdo de DNA).
Elaboracéo e organizacéo da
pIar_thag|rj5t_ergaod95_dados RIRIRIRIRIRIR
epidemioldgicos, clinicos e

genéticos.

Revisdo bibliografica RIR|IR|R|R|IR|R

Legenda: R= realizado.

Ano 2022 Ano de 2023
Atividades 10|11 12|01 02|03|04|05|06|07|08|09]|10]11|12
Revisdo bibliografica RIR|IR|IRIR|R|IR|R|R|R|R|R|R|R
Coleta, transporte e processamento das amostras RIRIRIRIR
clinicas (exames bacteriol6gicos e extracdo de DNA).

Testes de Genotipagem por gPCR R|R|R
Elabo_ragaqdgplanllha,e_lnsergaoo!o_sdados RIRIRIRIRIRIR
epidemioldgicos, clinicos e genéticos.

Anélise dos resultados R
Elaboracéo definitiva do manuscrito da tese R|IR|R|R
Preparacdo da aula de defesa
Exame de Defesa R

Legenda: R= realizado.
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Cpepho o Seogusioa




EQUIPE DE PESQUISA

Ordem Nome Titulo Instituicéo Contribuicdo no projeto
Mariana Brasil de Andrade PPGIBA/ Executora das atividades
1 N Mestre propostas no cronograma do
Figueira UFAM .
projeto
. PPGIBA/ .
2 Aya Sadahiro Doutor UEAM Orientadora
Coorientador
3 Mauricio Morishi Ogusku Doutor INPA Cplabqrqgao NOS Exames
baciloscdpicos, cultivo e nos
ensaios de Biologia molecular
Coorientador
4 Alessandra Pontillo Doutor USP Forneceu assessoria nos ensaios
de selecdo e genotipagem dos
genes
5 Dhémerson Souza de Lima Doutor University of Colaboragag nas anélises
Vermont estatisticas
6 Antonio Luiz Ribeiro Doutor PPGIBA/ Colaboracao nas analises
Boechat Lopes UFAM estatisticas
Policlinica Colaboracéo para avaliar 0s
7 Joycenea da Silva Matsuda Mestre Cardoso dados clinicos dos pacientes com
Fontes-SES Tuberculose.
Irineide Assumpcso Policlinica Colaboracéo para avaliar os
8 Antunes pe Mestre Cardosos dados clinicos dos pacientes com
Fontes-SES Tuberculose.
9 Maisa Porto dos Santos Mestre INPA Co_laboragao nas a_nallses de
baciloscopia e ensaios de PCR
. . . PPGIBA/ Colaboracéo na extragéo de
10 Alliny Almeida Queiroz Mestranda UEAM DNA
Marcos Henrique Gurgel PPGIBA/ Colaboracéo na extragdo de
1 Rodrigues Doutorando UFAM DNA
. PPGIBA/ Colaboracéao na extragéo de
12 Laianne Lopes Rocha Doutoranda UEAM DNA

Legenda: PPGIBA: Programa de P6s-Graduagdo em Imunologia Bésica e Aplicada; UFAM: Universidade
Federal do Amazonas; INPA: Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia; USP: Universidade de S&o

Paulo; SES: Secretaria de Estado de Saude.
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