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RESUMO

INVESTIGACAO DE POLIMORFISMOS NOS GENESIFNy e IFNGR1
ASSOCIADOS A TUBERCULOSE NO ESTADO DO PARA

Tuberculose pulmonar é uma doenca infectocontagiosa de transmissao por via
aérea, que segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), infecta cerca
dois bilhdes de pessoas ao redor do mundo. E a principal causa de morte por
doenca infecciosa em adultos nos paises em desenvolvimento, representando
um grave problema de saude publica, devido principalmente, a ndo aderéncia
ao tratamento, ao diagndéstico tardio e subdiagnéstico e ao nao controle de
contatos, o que faz com que a populacdo continue susceptivel a infec¢cdo. No
presente estudo se objetivou investigar associacdes de trés polimorfismos
genéticos nos geneslFNy e INFGR1, responséaveis pela suscetibilidade a
tuberculose em pacientes acometidos pela doenca; avaliar se ocorrem
diferencas nas frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos nos
genesIFNY¥ T INFGR1#1M®D e INFGR1 *®%entre individuos com
tuberculose e individuos sem tuberculose da populacdo de Belém. O controle
de efeito de subestruturacédo foi realizado pelo emprego deum painel de 48
Marcadores Informativos de Ancestralidade Genética, tanto na amostra de
pacientes como na amostracontrole.Para realizacdo deste estudo nos
utilizamos amostras de sangue periférico de 148 pacientes diagnosticados com
tuberculose,e 125 individuos sem tuberculose (controles) residentes no Estado
do Para, Brasil, atendidos no Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto
(HUJBB) durante o periodo de 2006 a 2012.De cada individuo foram obtidos
5mL de sangue venoso colhido de veia periférica.A extracdo de DNA foi
realizada segundo meétodo descrito por Sambrook et al., (1989).A genotipagem
dos polimorfismos para os genes IFNy(rs1130562) e INFGR1 (rs1327474,
rs2234711) foi realizada por técnica de PCR em tempo real (RTg-PCR)
utilizando-se o sistema TagMan.As analises estatisticas foram realizadas nos
softwares SPSS 17.0, usando o teste de Mann-Whitney, considerando como
significantes valores de p<0,05. Os resultados obtidos n&o demonstraram
significancia dos polimorfismos investigados em relacdo asuscetibilidade para
tuberculose.

Palavras-chave: Tuberculose;mycobacterium tuberculosis;IFNy e INFGR1.



ABSTRACT

POLYMORPHISMS INVESTIGATION OF GENES IFNy and IFNGR1
ASSOCIATED WITH TUBERCULOSIS IN PARA STATE

Pulmonary tuberculosis is an infectious disease transmission by air, which
according to the World Health Organization (WHO), infects about two billion
people around the world. It is the leading cause of death from infectious disease
in adults in developing countries, representing a serious public health problem,
mainly due to non-adherence to treatment, late diagnosis and underdiagnosis
and no control contacts, which makes our population susceptible to infection.
The present study aimed to investigate associations three genetic
polymorphisms in IFNy and INFGR1 genes responsible for susceptibility to
tuberculosis in patients affected by the disease; evaluate if there are differences
in allelic and genotypic frequencies of polymorphisms in genes IFNy 871A> T,
INFGR1 611 (C> T) and INFGR1 -56 (A> G) among individuals with TB and
those without TB population of Bethlehem. The control substructures effect was
carried out by the use ofa 48 markers Informational Genetic Ancestry panel in
both patient sample and the control sample. For this study we used peripheral
blood samples from 148 patients diagnosed with tuberculosis, and 125
individuals without tuberculosis (controls) resident in the State of Para, Brazil,
attended at University Hospital Jodo de Barros Barreto (HUJBB) during the
period from 2006 to 2012. each specimen was obtained 5 ml of venous blood
collected from a peripheral vein. DNA extraction was performed according to
the method described by Sambrook et al., (1989). Genotyping for
polymorphisms IFNy gene (rs1130562) and INFGR1 (rs1327474, rs2234711)
was performed by PCR in real time (RTQ-PCR) using the TagMan system.
Statistical analyzes were performed in SPSS 17.0 software, using the Mann-
Whitney test, with significance set at p <0.05. The results did not show
significance of the polymorphisms investigated in relation to susceptibility to
tuberculosis.

Key words: Tuberculosis; mycobacterium tuberculosis; IFNy and INFGR1
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1 INTRODUCAO

1.1 ConsideracOes gerais

Tuberculose pulmonar € uma doenca infectocontagiosa de transmissao
por via aérea que, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), infecta
cerca 02 bilhdes de pessoas ao redor do mundo. E a principal causa de morte
por doenca infecciosa em adultos nos paises em desenvolvimento,
representando um grave problema de saude publica, devido, principalmente, a
nao aderéncia ao tratamento, ao diagndstico tardio e subdiagnéstico e ao ndo
controle de contatos, o que faz com que a populacdo continue susceptivel a

infeccéo (Fernandes, 2014).

A tuberculose é uma das doencas infeciosas mais prevalentes a nivel
mundial. Sdo estimados anualmente 8,9 milh6es de novos casos e 1,3 milhdes
de mortes no mundo (Duarte, 2013).

A tuberculose (TB) € uma patologia que pode apresentar uma evolucéo
grave, causada por uma micobactéria (Mycobacterium tuberculosis), que se
apresenta na forma de bastonetes (bacilo alcool acido resistente — BAAR). A
tuberculose se transmite predominantemente através das vias aéreas e
acomete tanto o homem como animais. A presenca do bacilo da tuberculose no
hospedeiro induz a uma reacdao tissular que provoca a formacéo de tubérculos
tipicos (granulomas celulares epitelidides), advindo dai o nome da nosologia
(Le&o, 2004).

A tuberculose associada a outras enfermidades, como SIDA/HIV
(Sindrome da Imunodeficiéncia Humana/Virus da Imunodeficiéncia Humana), é
a segunda maior causa de morte, sendo responsavel pela morte anual de cerca
de 1,8 milhdes de pessoas, em diferentes partes do mundo (Frothingham et al.,
2005).

E conhecido o fato de que muitos individuos que chegam a ter contato
com o bacilo causador de tuberculose ndo manifestam os sintomas clinicos da
doenca (Leé&o, 2004).



13

Estima-se que um terco da populacdo mundial apresenta formas latentes
da tuberculose. Entende-se por forma latente aquela em que o individuo &
portador do bacilo, mas nédo tem manifestacdo clinica da doenca (Raviglione,
1995). De forma inversa, em muitos casos os individuos chegam a desenvolver
manifestacbes clinicas graves decorrentes da infeccdo pelo bacilo da
tuberculose, apresentando uma evolucéo clinica gradualmente crénica que, se
nao tratada convenientemente, pode evoluir para o ébito (Ledo, 2004).

Apesar de apresentar ocorréncia mundial, a distribuicdo geogréafica da
prevaléncia de tuberculose €é grandemente influenciada pela situacdo
socioeconémica das diferentes areas do globo. Assim é que nos paises
desenvolvidos, onde os padrdes de vida sdo elevados e as condicbes de
saneamento e de saude publica sdo controladas a contento, a incidéncia da
tuberculose e a mortalidade diminuiram de forma significativa. O mesmo nao
acontece em paises menos desenvolvidos (ou mesmo em paises em
desenvolvimento) onde apenas a mortalidade mostrou nitido declinio, em
funcdo do progresso da quimioterapia (administracdo de farmacos). Nesses
paises, a condicdo inadequada de saneamento basico e de acesso a saude
publica de qualidade ndo permitem a reducdo da taxa de incidéncia da
tuberculose (World Health Organization-WHO, Global tuberculosis control,
2009).

Existem achados a respeito das manifestacdes clinicas da tuberculose,
em grupos populacionais ancestrais. Relatos arqueoldgicos encontraram
evidéncias de tuberculose 6ssea em esqueletos que datam de 8.000 anos A.C.
e de 5.000 anos A.C encontrados em um cemitério neolitico préximo a
Heidelberg, na Alemanha. A tuberculose foi descrita por diferentes filésofos e
pensadores ao longo da historia da humanidade, como Homero (900 A.C.),
Herddoto (450 A.C.) e Hipocrates (400 A.C.) (Leao, 2004).

Acredita-se que o bacilo da tuberculose tenha chegado ao Brasil trazido
por colonizadores e jesuitas, no periodo logo apds o descobrimento
(Sant’Anna, 1985).

Até as primeiras décadas do século XX, a mortalidade de pacientes
portadores de tuberculose era muito elevada por todo o mundo. Na segunda

metade desse século apos o advento dos quimioterapicos, com a introducao da
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Estreptomicina (S) em 1940, e da Isoniazida (INH) em 1950, foi possivel
consolidar uma base moderna de quimioterapia, 0 que reduziu
consideravelmente a mortalidade por tuberculose (Davies e Nuermberger,
2008; Wirth et al., 2008).

Dados retirados de publicagdes da Organizacdo Mundial de Saude
relatam o aparecimento, somente no ano de 2007, de 9,27 milhdes de novos
casos da doenca, em 196 diferentes paises. Estima-se que neste mesmo ano a
tuberculose foi responsavel por cerca de 1,8 milhdes de mortes no mundo. O
Brasil faz parte de um grupo de 22 paises que contribui com cerca de 80% de
todos os casos de tuberculose do mundo (WHO, 2009). O Ministério da Saude
do Brasil (MS) estima que cerca de 50 milhdes de brasileiros sejam portadores
do bacilo da tuberculose, tanto na sua forma infecciosa como em sua forma
latente. A média anual de casos novos de tuberculose notificados no Brasil €
da ordem de 90 mil casos. Dentro do continente americano dentre os 22
citados no mundo, somente o Brasil e 0 Peru sédo participantes, os dois juntos
sendo responsaveis por cerca de 50% de todos os casos conhecidos de

tuberculose no continente americano (MS, 2008).

1.2. Clinica da Tuberculose

Existem diversos tipos de tuberculose, definidos em funcédo dos
diferentes 6rgéos que os bacilos afetam, sendo que cada uma destas infec¢des
apresenta um grupo de manifestacdes clinicas que podem ser muito diferentes
entre si (Fundacao Nacional de Saude - FUNASA, 2002).

1.1.1. Tuberculose Pulmonar

A tuberculose pulmonar é a forma mais frequente tanto entre adultos

(90% de todos os casos) quanto nas criangas (75% dos casos). Esta doenca

apresenta manifestacdes clinicas que evoluem gradativamente com o tempo.
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Em fases mais avancadas € possivel identificar um conjunto de manifestacdes
clinicas que envolvem desde febre diaria, tosse, dor toracica, dispnéia,

sudorese, hemolise, além de emagrecimento, astenia e hipoxia (Le&o, 2004).

1.1.2. Tuberculose Extrapulmonar (TEP)

A forma dita extrapulmonar da tuberculose é caracterizada pela infeccédo
que afeta isoladamente um 6rgdo em particular, sem disseminacgéo para outros
orgaos ou sistemas, apesar da infecgao ter como “porta de entrada”, quase
sempre, os pulmdes. As formas mais frequentes de tuberculose extrapulmonar
sdo: tuberculose pleural, tuberculose ganglionar, tuberculose meningea e
tuberculose osteoarticular. A forma de tuberculose miliar € caracterizada por
ser extrapulmonar, entretanto apresenta disseminacdo do bacilo pelo
organismo (FUNASA, 2002).

1.2. Diagnostico da Tuberculose

Além do diagnéstico clinico, diferentes exames laboratoriais podem
auxiliar na identificacdo da infeccdo pelo bacilo da tuberculose. Os principais
exames laboratoriais utilizados para diagnosticar a tuberculose séao:
bacteriologico radiolégico; prova tuberculinica; histopatologico; e exames
especificos complementares (FUNASA, 2002).

A pesquisa bacteriolégica é considerada fundamental, tanto para o
diagnostico como para o controle de tratamento. A investigagdo bacteriologica
envolve, entre outros exames: 1- O exame microscoépico direto do escarro, que
€ um meétodo fundamental e que deve ser empregado em todos os casos de
suspeita de tuberculose pulmonar; 2- cultura para micobactéria. Este tipo de
cultura é indicado para os suspeitos de tuberculose pulmonar persistente, que

se mostram negativos ao exame direto e para o diagndstico de formas
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extrapulmonares, como meningoencefélica, renal, pleural, 6ssea ou ganglionar.
A cultura também é indicada nos casos de suspeita de resisténcia bacteriana
aos farmacos, seguida do teste de sensibilidade; 3- exames radioldgicos, 4-
prova tuberculinica; 5- exames histopatoldgicos; 6- hemocultura, 7- teste da
deteccdo da producdo de CO,; 8- deteccdo de consumo de O,; 9- testes
sorolégicos e 10-técnicas de biologia molecular (FUNASA, 2002).

1.3 Epidemiologia da Tuberculose

A tuberculose é uma das doencas infeciosas mais prevalentes a nivel
mundial. Sdo estimados anualmente 8,9 milh6es de novos casos e 1,3 milhdes
de mortes no mundo (Duarte, 2013).

A Organizacdo Mundial de Saude (2009) apresentou dados sobre a
incidéncia da tuberculose em 196 paises entre os anos de 1990 a 2007. Os
dados apontam para a existéncia de cerca de 13,7 milhdes de casos em todo o
mundo. Destes, mais de 9,6 milhdes tinham diagndstico concluido atravésdo
teste de escarro positivo para BAAR. O nimero estimado de mortes causadas
pela tuberculose em todo mundo é muito elevado, em torno de dois milhdes por
ano (WHO, 2009).

A Tabela 1 apresenta dados numéricos que definem a epidemiologia da
tuberculose levando em consideracdo pacientes diagnosticados com o
métododo escarro positivo, comparando com pacientes HIV positivo e HIV
negativo como fator de risco para desenvolvimento da tuberculose nos vinte e
dois paises que séo considerados responsaveis por cerca de 80% de todos os
casos de tuberculose (WHO, 2009). De uma maneira geral, trés paises
asiaticos (india, China e Indonésia) e dois paises africanos (Nigéria e Africa do
Sul) sdo o0s que apresentam o0s piores indicadores epidemiolégicos da
tuberculose. Esses indicadores incluem: o numero total de casos, a taxa de
incidéncia (por 100.000 individuos da populacdo), o numero de individuos

afetados por todas as formas de tuberculose, a taxa de prevaléncia (por
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100.000 habitantes) e a mortalidade.

O Ministério da Saude estima que cerca de 50 milhdes de brasileiros
sejam portadores de tuberculose, considerando tanto individuos portadores da
tuberculose na forma latente, quanto na forma ativa causadora da doenca (MS,
2002).

De todo o continente americano, o Brasil € o Unico que faz parte do
grupo de 22 paises que concentram 80% dos casos de tuberculose (ver Tabela
1). Devido ao elevado namero populacional, o Brasil apresenta o maior indice
de casos de tuberculose de toda a América do Sul (114 mil casos em 2007,
média de 90 mil casos novos por ano). Entretanto, seus indicadores relativos
(levando em conta o tamanho populacional) sdo os menores em relacdo aos

outros paises sul-americanos (WHO, 2009).
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Tabelal. Estimativa da taxa de tuberculose no ano de 2007 em diferentes paises.

Incidéncia Frevaléncia Mortalidade
Todas as Escarro - Todas as formas HIV - Negafivo HIV - Positivo
formas Positive
Populagac M Taxa Mo Taxa N® Taxa por e Taxa N Taxa Prevaléncia
1000s 1000s por 1000s por 1000s 100.000 pop.  1000s por 1000s por de
100.000 100.000 100.000 100.000 incidéncia
poip. pop. pop. pop. de casos de
TB
%
india 1168 016 1962 168 B73 75 3305 283 302 26 30 25 53
China 1328630 1306 ] 585 44 2582 184 184 15 6.8 0.5 i
Indonésia 231827 528 228 236 102 586 244 i £ 54 24 3
Migéria 148 093 460 an 195 131 772 521 78 53 58 40 a7
Africa do Sul 48 577 461 B48 174 358 334 Ga2 18 38 24 183 73
Bangladesh 158 885 353 223 158 100 G614 387 70 44 04 0.3 03
Etidpia 83 080 314 ara 135 183 481 578 53 64 23 28 18
Paquistio 163 802 297 181 133 81 385 223 45 28 14 0.9 21
Filipinas 27 040 255 240 115 130 440 500 36 41 0.3 0.3 03
RD do 62 636 2458 3|2 109 174 417 666 45 72 il 10 59
Congo
Federagio 142 409 167 110 it:] 43 164 112 20 14 51 38 16
da Rissia
Vietnam 87 375 150 171 ils] TG 182 220 18 a0 34 3.5 2.1
Kenya 37 538 132 353 53 142 120 38 10 26 15 k] 48
Brasil 191 791 32 48 49 26 114 &0 59 31 25 1.3 14
Tanzania 40 454 120 2a7 40 120 138 337 12 2a 20 40 47
Uganda 30 884 102 330 42 136 132 426 13 41 18 52 34
Zimbabue 13 340 104 782 40 288 85 714 6.9 52 28 213 i
Taildndia 63 884 a1 142 1] 62 123 182 10 15 38 i 17
Mogambigue 21387 a2 43 37 174 108 504 10 45 17 82 47
Myanmar 48 788 23 171 7 75 7a 162 5.4 1 08 1.9 1
Cambocja 14 444 72 405 32 218 85 664 11 77 1.8 13 74
Afeganistio 27 145 46 168 21 TG 85 238 22 a0 0 0 0
Taxa Paises 4201781 7423 177 3245 7 11304 268 1 058 25 339 8.1 14

Fonte: Global tuberculosis control, report 2009-WHO.

A incidéncia de tuberculose notificada no Brasil, entre os estados
brasileiros demonstra uma distribuicéo irregular da doenca mesmo dentro das
diferentes regides geograficas (Figura 1). A regido Norte apresenta maior taxa
de incidéncia da tuberculose no Brasil, seguido das regides Sudeste, Nordeste,
Sul e Centro-Oeste (MS, 2007).

Especificamente na regido Norte, o Ministério da Saude registrou
durante o ano de 2007 um total de 45 novos casos para cada 100.000

habitantes. Desses, o estado do Para manteve a taxa de incidéncia da regiao;
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de 45,7 novos casos por 100.000 habitantes. A regido Norte apresenta taxa de
incidéncia de tuberculose superior a média brasileira que é de 38,2 para cada
100.000 habitantes, este fato evidencia a importancia da implementacédo de

politicas especificas de saude publica nesta regido, visando conter o avanco da
tuberculose (MS, 2007).

Brasil: 38,2/ 100.000 hab.

Inc 07

[ ] até1465

] 146512931
B 29,31 - 4336
Bl 4396 5652
Bl ss62-7328

FIGURA 1. Taxa de incidéncia dos casos notificados de tuberculose no ano de 2007, nos
estados do Brasil.

Fonte: MS, SVS, SINAN e IBGE, 2007.
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2SUSCETIBILIDADE A TUBERCULOSE

2.1 Fatores de Risco

Os individuos que convivem com o paciente eliminador de bacilos,
principalmente em domicilio, sdo suscetiveis a doenca, sendo considerados
comunicantes ou contactantes (WHO, 2011). Entretanto, a maioria dos
individuos apresenta-se resistente a infeccdo em funcdo da resposta imune

adequada contra o bacilo da tuberculose (WHO, 2013).

Dos individuos expostos ao Mycobacterium tuberculosis, 10% a 30% sao
infectados e em 5% a 10% a doenca avanca, tornando-se ativa. O pulméo é o
principal orgdo afetado, exclusivamente, em 85% dos individuos
imunocompetentes suscetiveis e, nos imunocomprometidos, a tuberculose
pode ser disseminada e com mais frequéncia, ter localizacdo extrapulmonar
(Mazurek et al.,2010).

Fatores ambientais associados as caracteristicas do hospedeiro e a
linhagem do Mycobacterium tuberculosis predispdem a doenca. A
suscetibilidade estd também relacionada a fatores sociais como pobreza,
desnutricdo, estresse, superpopulacdo e a exposicdo as micobactérias

ambientais(Moonet al., 2011).

Evidéncias apontam que a predisposicdo genética, a idade, o estado
imunoldgico, doencas associadas e outros fatores de resisténcia do hospedeiro

relacionam-se ao adoecimento (Mazurek et ai.,2010; Moonet al.,2011).

A identificacdo e o estudo das propriedades biolégicas (viruléncia e
patogenia) da linhagem do Mycobacterium tuberculosis tém se mostrado Util
nas investigacbes epidemiolégicas, por permitir entender a dindmica da
transmissdo e a identificacdo de fatores de risco em uma comunidade,
possibilitando intervencdo e a adocdo de medidas de preventivas (Moran-
Mendozaet al., 2010).
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2.2 O Agente Etiologico

OMycobacterium tuberculosisé altamente infectante, mas tem pequena
capacidade de desenvolver doenca clinica, sé 10% dos infectados adoece
(Santos et al., 2007).

FIGURA 2. llustragc&o do baciloMycobacterium tuberculosis.
Fonte: www.nature.com (2010)

Descrito pelo bacteriologista alemdo Robert Koch em 1882, foi
denominado bacilo de Koch (BK) em sua homenagem (Rosemberg et al.,
2008).A sua identificacdo como agente etiolégico da tuberculose foi
fundamental para o conhecimento da doenca e contribuiu para fortalecer a
teoria da transmissibilidade em que um individuo e capaz de transmitir ao outro
(FIOCRUZ).

As micobactérias pertencem ao género Mycobacterium, familia
Mycobacteriaceae,sub-ordemCorynebacteriaceae, ordem Actinomycetales. O
género Mycobacterium compreende 83 espécies, a maioria saprofita de vida
livre. O Mycobacterium tuberculosissubsp.canetti, isolado na Africa e Europa, e
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M. tuberculosis subsp. caprae, isolado principalmente de caprinos, foram

incluidos como sub-espécies dentro deste complexo (Campos, 2006).

O Mycobacterium tuberculosis é um bacilo reto ou ligeiramente curvo,
imovel, ndo esporulado, ndo encapsulado (Pandolfi et al., 2007), que mede de
1 a 10 ym de comprimento por 0,2 a 0,6 ym de largura, sendo a propriedade
morfotintorial da alcool-acido resisténcia a mais importante. Ao ser corado a
quente com fucsina fenicada de Ziehl ou a frio com auramina, retém os

corantes apos lavagens com solucdes de alcool e acido (Campos, 2006).

A parede celular do BK tem alto conteudo lipidico, que esta relacionado
com a inducdo da formacdo de granuloma (Pandolfi et al., 2007; Campos,
2006).E constituida principalmente por acidos micolicos, formando uma barreira
hidrofébica que confere resisténcia a dessecacéo, a descoloracao por alcool e
acido e a diversos agentes quimicos e antibidticos. Sao considerados como
bacilos Gram positivos pelas caracteristicas da sua parede celular (Campos,
2006).

As bactérias do complexo Mycobacterium tuberculosissédo classificadas
como micobactérias ndo pigmentadas de crescimento lento (Pandolfi et al.,
2007). O agrupamento dos bacilos em forma de ramos alongados e tortuosos,
conhecidos como cordas, quando observado a baciloscopia, indica que se trata

de bactéria do complexo Mycobacterium tuberculosis(Campos, 2006).

O bacilo da tuberculose é um patdgeno intracelular aerdbico, que
necessita de oxigénio para crescer e se multiplicar. E considerado um
microrganismo intracelular facultativo por sobreviver e multiplicar-se dentro das
células fagocitarias, de viruléncia variavel, com tempo de geracdo em torno de
14 a 20 horas, dependendo do meio de cultura empregado para seu

crescimento (Campos, 2006; Rosemberg et al., 2008).

Dentro do macréfago multiplica-se, geralmente, a cada 25-32 horas. E
resistente a acao de agentes quimicos e é sensivel a acao de agentes fisicos,

como o calor e a radiacdo ultravioleta(Campos, 2006).



23

O genoma do bacilo de Kock foi decifrado em 1998, contendo 4.000 ge-
nes, aproximadamente (Rosemberg et al.,, 2008). Cerca de 170 genes
codificam familias de proteinas envolvidas em sua variacdo antigénica,
enquanto 200 outros genes codificam enzimas para o metabolismo de acidos
graxos. Essa especializacdo genética esta relacionada, provavelmente, com a
capacidade de crescimento do BK nos tecidos do hospedeiro, onde os &cidos

graxos podem ser a principal fonte de carbono(Campos, 2006).

Com o objetivo de identificar os genes responsaveis pela patogenicidade
do BK, tem sido utilizados métodos para aferir a viruléncia do mesmo, como a
cultura de tecidos usando macréfagos, células dendriticas e pneumacitos, ou

em modelos animais (Campos, 2006).

Aspectos genéticos sdo observados em BK quanto ao seu mecanismo
de acado para desenvolvimento da tuberculose através de dois grupamentos de
genes, correspondendo a 10% do genoma do BK, seriam responsaveis por
mecanismos de escape das respostas imunes do hospedeiro, determinando a
agressividade do bacilo. Um grupo esta relacionado com determinadas
caracteristicas da parede do BK e com o controle da laténcia e da viruléncia do
baciloe pela modulacdo de mecanismos que interferem na acdo do macréfago
sobre ele. Outro grupamento de genes seria responsavel pelo metabolismo do
BK e pela codificacdo de proteinas, lipideos e carboidratos em sua parede,

modulando, assim, sua viruléncia(Campos, 2006).

A emergéncia e disseminagcdo de linhagem de Mycobacterium
tuberculosis multirresistente, que se caracteriza pela resisténcia a rifampicina
(RMP) e a isoniazida (INH), ameacam o controle da tuberculose (Santos et al.,
2007; Bang et al., 2006).

A falta de novos remédios para o tratamento da tuberculose multi-droga
resistente (MDR-TB) e a necessidade de métodos moleculares rapidos e
eficientes estimulam o estudo das bases moleculares da resisténcia do

Mycobacterium tuberculosis as drogas(Santos et al., 2007).
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Devido a caréncia de diagnosticos rapidos e precisos,e a falta de novos
remédios para o tratamento da tuberculose multidroga resistente, a uma
necessidade de mais estudos moleculares para melhor controlar a tuberculose,
com isso nesse estudo sera realizado uma investigacdo em trés polimorfismos
(IFNY®*®D IENGR1 #1Y©D e IENGR17°6"*9) ) que podem estar diretamente
ligados a suscetibilidade ao desenvolvimento da doenca, e através dos
resultados obtidos facilitar o entendimento dos mecanismos envolvidos na

tuberculose.

2.3 Interferon gamma (INFy)

O IFNy, localizado no cromossomol2ql5 (Figura 3)é produzido
porlinfécitos  ativadospor  antigenosoumitégenosespecificos. Além  de
teratividade antiviral, temfun¢Gesimuno-reguladorasimportantes. Eumpotente
ativadordemacrdéfagos, tem efeitos antiproliferativos emcélulas transformadase
podepotencializar os efeitosantiviraiseantitumoraisde interferon. (Genecards,
2015).
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Figura 3 - Localizacdo do gene IFNyno Cromossomo 12 na posicdo ql5. Fonte:

www.genecards.org (2015).
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A literatura tem demonstrado que o /FNytem uma importante atuacao na
protecdo contra o Mycobacterium tuberculosis, sendo considerado um
elemento chave na defesa contra micobactérias em geral. O /IFNyé encontrado
no sangue circulante de pacientes tuberculosos em associacdo inversa com o
grau de severidade das lesdes na tuberculose experimental em animais e
humanos (Cooper et al.,1993; Sodhi et al.,1997; Fine, 2000).

Em complemento Jaffe et al.(1991); Holand et al. (1994);Condos et al.
(1997) verificaram que o gene IFNyfoi associado com a melhor respostaao
tratamento da tuberculose. Em alguns pacientes, as respostas clinicas foram
favoraveis constituindo-se IFNy um bom adjuvante no tratamento da
tuberculose multirresistente. Ele impede a dispersdo dos bacilos fagocitados
pelos leucocitos nucleares e participa na formacdo do granuloma, é potente
ativador das células Thl e Th2 (Schulger&Romet al.,1998;Boom et al.,1996).
Animais que néo expressam/FNy(por mutacdo do gene codificador) sofrem
facilmente processos disseminados por Mycobacterium tuberculosis e outras

micobactérias (Murray et al.,1998).

Em uma série de estudosCooper et al.(2002); Flynn et al. (1993); Roche
et al. (1995)notou no inicio deseus estudos em  modelo
experimental,sugeriuque o IFNyé um fator chavepara a ativacdodemacréfagos
e que individuos incapazes de produzir IFNypossuemsuscetibilidadeextrema de
desenvolver tuberculose.

Flynn et al. (1993); Jouanguy et al. (1999) verificaram niveis elevados de
citocinas que desempenham um papel importante na orquestracéo da resposta
imune que pode desencadear tuberculose. IFNyderivado de células Thl
ativadas desempenha uma funcdo de pivd na imunidade micobacteriana.As
citocinas que afetam a funcionalidade do IFNytornam o hospedeiro suscetivel a
desenvolvimento da doenca na forma grave (Rossouw et al., 2003).

Devido a complexidadedeinteracfesimunesquedeterminam
asuscetibilidadea tuberculose e sua gravidade, combina¢cbes multi-génica
podemdar informag@essignificativas do que a analise de umunico SNP
(polimorfismo em nucleotideo Udnico) para determinara evolugcdo da
doenca(Velez et al.,2009; Moller et al.,2010).
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Adam et al. (1993) observaram em seu estudo que o mediador chave da
imunidade antituberculose ¢é IFNy. Os macrofagos infectados com
Mycobacterium tuberculosis liberam IL-12 e IL-18, que, por sua vez, ativa as
células T para produzir IFNy(Figura 4). Em complemento, Cooper. (1997)
constatou que enquantoMycobacterium tuberculosispode replicar-se no interior
dos macréfagos “ingénuos”, IFNyativa a sintese de 6xido nitrico induzivel em
macréfagos para matar de forma intracelular aMycobacterium tuberculosis.
Mashruwala et al. (2011) em seu estudo observou que Camundongos

IFNy*knock-out” sdo, portanto, hiper-suscetiveis a desenvolver tuberculose.
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Figura 4 — llustracdo esquemaética de ativacdo de IFNya partir do macroéfago infectado Fonte:
www.cell.com/trends/microbiology(2015).

IFNyatua como chave de células T auxiliar (Th) tipo 1, citocina produzida
principalmente por células naturais assassinas (nk) e células T. A sua producao
desempenha um papel central em macréfagos com sua ativagéo para controlar

a infeccédo por Mycobacterium tuberculosis (Collinset al., 2001).

Sinalizacbesde IFNysdo mediadasatravées daligacdo ao seu
receptorlFNGR1.0Ocontroledosniveis de expressdo delFNGR1éum dos
mecanismospelos quais as célulasmodulama poténciadesinalizacdode IFNy
(Zhou et al., 2009).

2.4 Interferon Gamma receptor 1(IFNGR1)
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IFNGR1localizado no cromossomo6q23.3 (Figura 5),codifica a cadeiade
ligacdo(alfa) do receptor delFNy. O receptor delFNyhumanoé um heterodimero
delFNGR1elFNGR2(GensCard, 2015). Uma variagcdogenéticaemIFNGR1est4
associada asuscetibilidade ainfec¢cdo por Helicobacter pylori. Além disso,
osdefeitos delFNGR1saouma das
causasdesuscetibilidademendelianaadoengamicobacteriana, tambémconhecido

comoinfeccao familiardisseminadapor micobactériasatipicas(J.He et al., 2010).
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Figura 5 - Localizacdo do gene IFNGR1 no Cromossomo 6 na posigdo 23.3. Fonte:

www.genecards.org (2015).

Ocomplexo do receptor delFNyé constituido
porduasproteinastransmembranares dotipo |, IFNGR1(IFN-gama R alfa) e
IFNGR2(IFN-gama R beta). Ambas as proteinassdo membrosda familia de
receptoresde citocinasde tipo Il. IFNGR1é asubunidadede ligacdo a
IFNygueénecessarioesuficiente para a internalizacdo do receptor. IFNGR2é

necessariapara a sinalizagcaode IFNy, masnao se liga alFNypor si s6 (Figura 6).
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Figura 6 - Representacdo esquematica dos receptores de INFy: INFGR1(INFy-Ra) e INFGR2
(INFy-RgB). Fonte: www.scielo.br

Fatores de suscetibilidade genética em IFNGR1 tém sido mostrados
para desempenhar papéis criticos na suscetibilidade a infec¢cdes por
micobactérias. Mutacdes no receptor de IFNGR1 (Dorman et al.,
2000;Casanova et al., 2002), mutacfes em IFNGR1 sdo as mais prevalentes.
No entanto, menos de 50% de individuos com infeccdes micobacterianas
disseminadas tém um defeito genético subjacente identificado. Ambas as
mutacdes intrbnicas e exonicas foram descritas em IFNGR1; a maioria dos
quais levam a supressdo da expressdo da proteina (mutacdes nonsense
hereditaria recessiva) ou niveis normais de expressdo de proteinas
disfuncionais (mutagbes missense hereditaria recessiva). (Jouanguy et al.,
1999). Um grupo distinto de mutacBes nonsense dominante herdado que
resultam em superacumulacdo de um IFNGRL1 truncado. Portanto, o nivel de
expressao IFNGR1 provavelmente desempenha um papel critico na resposta
de IFNy(Jouanguy et al., 1999).

E concebivelque a selecdo naturalpodefavorecer osdiferentesniveis
deexpressdolFNGR1, dependendo do tipo dosagentes infecciososa que a
populacdoesta exposta(He et al., 2010). OsSNPINFGR1°*®"Testa localizadona
regido de5'-UTR do genelFNGR1, quecodificaoreceptor deinterferon gama de
ligagdo ao seu receptor da célula humana,de cadeial.E também olocal de
ligacdode fatores de transcricdo. Amenorfrequéncia do alelodeSNPINFGR1
%*Tyvaria em diferentesareas, que vdo de 0%empopulacdes europeiaspara
60% empopulagbesafro-americanas. Além disso, observou-se queo
hapl6tipoINFGR1****Dtambémcontribuiu  com umaumento significativo do

riscoa tuberculose.

Velez et al.,, (2009) observou em sua pesquisa onde investigou a
influencia das intera¢cdes génicas quanto a susceptibiliadade a varias doencas
dentre elas tuberculose, entre os genes NOS2A rs2248814 e IFNGR1
rs1327474 e NOS2A rs944722. NOS2A interagiu com IFNGR1®1¢D



29

rs1327474 e nenhuma associacao significativa foi observada em caucasianos,
entretanto esses resultados sugerem que as variantes NOS2A pode contribuir
para a suscetibilidade a tuberculose, particularmente em individuos de

ascendéncia Africana, e pode agir sinergicamente com IFNGRL1.

Varios SNPs em IFNGR1 tém sido investigados em casos de maléria
falciparum e controles. As frequéncias de IFNGR1le polimorfismos no
promotorINFGR182®T e INFGR1°*"® em pacientes e controles de
tuberculose séo significativamente diferentes. Em estudos em que o SNP afeta
a transcricdo e expressdo do gene IFNCR1 ndo conferiram suscetibilidade a

doenca em doentes de Crodacia (Bulat-Kardum et al., 2006).

As doencas infecciosas como tuberculse e
malariaresultamdaexposicdodoshospedeiros
suscetiveisamicrébiospatogénicos. Os fatores genéticossdo determinantes e
importantes dasuscetibilidade do hospedeiro.Os resultadosobtidos até o
momentoconfirmam, em parte, a suscetibilidade genéticajd conhecida, mas
também apontam paranovos e inesperadosmecanismos desusceptibilidadeque
se estendem desdea imunidadeinata e adquiridaclassicaa deficiéncias

naresisténcia a doencas infecciosas(Laurent Abelet al., 2014).

3 APLICABILIDADE


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0952791514000910
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A tuberculose ainda hoje constitui um problema grave de saude publica,

sendo considerada doenca endémica mundial.

No Brasil, a tuberculose € sério problema da saude publica, com
profundas raizes sociais. A cada ano, sdo notificados aproximadamente 70 mil
casos novos e ocorrem 4,6 mil mortes em decorréncia da doenca. O Brasil
ocupa o0 17° lugar entre os 22 paises responsaveis por 80% do total de casos

de tuberculose no mundo.

Além dos fatores relacionados ao sistema imunoldgico de cada pessoa,
o adoecimento por tuberculose, muitas vezes, esta ligado a pobreza e a ma
distribuicdo de renda. Adicionado a este caréater, alguns grupos populacionais
possuem maior vulnerabilidade a infeccdo e resposta a tuberculose, quando

submetidos as condicdes de salde e de vida a que estdo expostos.

Considerando o aspecto citado, a investigacdo de polimorfismos
genéticos torna-se importante para identificar mecanismos fisiopatolégicos da
doenca e do risco individual. Assim como sugerir novos alvos terapéuticos. A
investigacdo tem, ainda, o potencial de predizer o risco de adquirir a doenca
pulmonar ou o prognéstico do individuo j& doente, o que tem estimulado
pesquisadores a investigar diferentes tipos de polimorfismos genéticos
associados a genes de resposta imunologica e a agressdo do agente

etiolégico, como € o caso da tuberculose.

Polimorfismos nos genes IFNy(rs1130562) e INFGR1 (rs1327474,
rs2234711) tém sido amplamente estudados, no que diz respeito a sua
aplicacdo como marcador de suscetibilidade as doencas infeciosas. A analise
molecular dos genes INFy e INFGR1 pode auxiliar a esclarecer os perfis de
desenvolvimento da tuberculose nos individuos infectados pela Mycobacterium

tuberculosis.

4.CONTROLE GENOMICO DA ANCESTRALIDADE NOS PACIENTES
PORTADORES DA TUBERCULOSE (INDEL)
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Historicamente, caracteristicas como “cor da pele”, “raga” ou “etnia”
foram utilizados para realizar inferéncias sobre a estrutura das populacdes
humanas (Cooper,1994; Aspinall, 1998). Diferentes interpretacfes para esses
resultados sugeriram que os dados disponiveis eram insuficientes para
justificar as inferéncias feitas (Risch et al., 2002).

O grande desafio para decifrar aspectos evolutivos da histéria humana é
utilizar a pequena quantidade de diferenciacdo genética entre populacdes para
inferir a histéria das migracfes. Os padroes de estrutura das populacdes
humanas modernas poderao ser utilizados para guiar a constru¢cdo de modelos
histéricos de migracdo e miscigenacao que poderdo ser Uteis para inferéncias
sobre a histéria genética humana, assim como a associacdo com doencas.

A idéia de que marcadores genéticos existam em uma populacdo e néo
em outra foi inicialmente apresentada por Neel (1973), que se referiu a esses
marcadores como “privados” e os utilizou para estimar taxa de mutacao.
Chakraborty et al., (1991) designaram as variantes que s&o encontradas em
apenas uma populacdo como “alelos unicos” sugerindo a utilizacdo dos
mesmos para estimativas de fluxo génico. Mais recentemente, Schriver et al.,
(1997) usaram a designacado “alelos populagao-especificos” (PSA) ou
“‘marcadores informativos de ancestralidade” (MIA) para descrever os
marcadores genéticos com grandes diferenciais de frequéncias alélicas entre
0s grupos humanos. De acordo com esses autores essas diferencas (9)
deveriam ser maiores que 50% entre duas populacbes étnica ou
geograficamente definidas para um marcador ser considerado informativo de
ancestralidade.

A maneira mais eficiente para estudar doencas infecciosas sao 0s
estudos do tipo caso-controle utilizando-se genes candidatos, que podem ter
sido identificados na base de conhecimento prévio ou em varreduras (screens)
gendmicas com marcadores polimorficos. Os estudos do tipo caso-controle
apresentam uma série de vantagens: sao mais faceis de executar e menos
dispendiosos que estudos de coortes e apresentam maior poder do que estes
altimos para eventos menos comuns (maioria dos fenotipos). Assim eles
tornaram-se padrdo para estudos epidemioldgicos de identificacdo de genes

envolvidos em fendétipos.
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Por outro lado, estudos de caso-controle apresentam a distinta
desvantagem de serem notoriamente suscetiveis a vieses de subestruturacao
de populacbes. Em geral, a formacdo de subpopulacbes (também chamada
estratificacdo) ocorre porgue a populacdo ndo € panmitica, mas composta de
in0meros grupos reprodutivos, muitas vezes ndo randémicos. Isto é
especialmente significativo em populagbes formadas por mistura de duas ou
mais populacdes ancestrais, como sabemos ser o caso da populacdo brasileira
que € uma mistura principalmente de popula¢des fundadoras amerindias,
européias e africanas (com uma pequena contribuicdo asiatica mais recente).
Neste caso, as proporcOes relativas de ancestralidade de cada individuo
variam. Se o risco de uma doenca ou a predisposi¢cdo a um fendtipo varia com
as proporcdes de miscigenacao (ou seja, se ha diferencas entre as populacfes
ancestrais) isto levara a confusdo de associacdes do fen6tipo com o gendétipo
em qualquer locus no qual as frequéncias alélicas diferem entre as populacdes
ancestrais.

Em geral, a estratificacdo populacional existe quando a populacdo em
questdo € constituida pela mistura de diferentes grupos de populacbes
(europeus e africanos, por exemplo) que normalmente sdo denominadas de
subpopulacdes e quando a propor¢cdo de mistura, definida como a proporcéo
do genoma que teve origem em cada subpopulacdo, varia entre individuos
(Kittles et al., 2002). Um dos exemplos mais conhecidos de associa¢édo espuria
foi o da associacéo do cancer de prostata com o polimorfismo CYP3A4, entre
negros americanos (Kittles et al., 2002).

Uma importante consequéncia de associagfes espurias é a inadequagéo
da extrapolacdo livre de dados colhidos em populacbes relativamente
homogéneas como as dos paises industrializados, nos quais se produz a
maioria dos medicamentos de uso clinico para populagbes altamente
miscigenadas, como € o caso do Brasil.

Uma maneira de lidar com o problema € usar métodos que usam
controles das proprias familias dos afetados, tais como o método de
desequilibrio de transmissdo e suas variantes. Esta estratégia é muito
poderosa, mas de implementacdo complexa, jA& que envolve a coleta de

amostras de DNA de pais e irmaos dos probandos, o que ¢é dificil,
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especialmente tratando-se de pacientes adultos. Além disso, o uso de controles
familiares esbarra em objecdes de cunho ético.

Outra estratégia, hoje considerada a mais custo-eficiente é a de
“controles gendmicos”, que se baseia na idéia que se existe estratificacdo, a
mesma causara associagdes espurias ndo sé com o gene candidato, mas
também com outros genes que ndo sdo geneticamente ligados a ele. Vamos
imaginar a situacdo em que tenha sido observada uma estatistica de
associacao significativa entre um fenétipo farmacoldgico e um gene candidato,
por exemplo, um valor nominalmente elevado de qui-quadrado (x2). Para
verificar se esta estatistica elevada significa realmente a presenca de
associacdo, repetimos o teste com inimeros outros marcadores em diferentes
cromossomos que agem como “controles gendmicos”. Caso o valor do qui-
guadrado seja muito mais elevado com o gene candidato do que com 0s outros
marcadores, temos uma forte indicacdo que o gene candidato € responsével
pelo fendtipo ou esta em desequilibrio de ligacdo com o gene ou genes
responsaveis pela associacdo. Por outro lado, se a valor de qui-quadrado do
candidato ndo for muito diferente daguele dos outros marcadores, poder-se-a
concluir que a associacdo putativa pode ser devida apenas a estratificacao.
Esta estratégia foi delineada por varios autores entre 0s quais Reich e
Goldstein (2001), os quais mostraram que se dividirmos o valor do qui-
quadrado do gene candidato pelo valor médio de y2 dos outros marcadores,
podemos obter um y2 corrigido que elimina os efeitos da presenca de
estratificacéo.

O numero de marcadores exigidos para estimar o efeito da
subestruturacédo populacional depende de dois fatores principais: do painel de
marcadores escolhidos (quanto esses marcadores diferem nas subpopula¢cdes
ancestrais); e da associacdo do traco e/ou doenca investigado com uma, ou
mais, das subpopula¢fes (quanto esta caracteristica € mais comum em um
determinado grupo ancestral).

Célculos que empregam analises de maxima verossimilhanca sobre as
estimativas de mistura individual mostraram que em populacdes formadas pela
mistura de duas subpopulacdes aproximadamente 40 marcadores bialélicos,

com meédia de valores de delta (8) (diferencas das frequéncias alélicas nas
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populacdesancestrais) em torno de 60%, s&o requeridos para medir com
precisao a proporcao de mistura de cada individuo.

Os sistemas bialélicos de insercéo e delecao (INDEL) sdo mais faceis de
investigar, principalmente na forma de sistemas multiplex. Como as insercées
podem apresentar tamanhos muito diferentes (de um até dezenas de
nucleotideos) é possivel combinar o tamanho do amplicon em funcdo do
tamanho da insercéo e ajustar ambos com os diferentes tipos de fluorocromos
de forma a genotipar com relativa facilidade até quinze marcadores
simultaneamente.

Para atingir o objetivo proposto, o presente trabalho utilizard 48 INDEL
(insercédo/delecdo) marcadores informativos de ancestralidade previamente
desenvolvidos capazes de se estimar com precisdo a mistura individual e
global Inter étnica em popula¢des miscigenadas com diferentes grupos étnicos.
Estes marcadores de ancestralidade foram desenvolvidos para este fim e estao
descritos no artigo de Santos et al.,(2010).
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5.0BJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Investigartrés polimorfismos genéticos nos genesliFNye INFGR1 que
podem estar associados asuscetibilidade a tuberculose em uma amostra de
pacientes do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto, Belém/PA.

5.2 Objetivos Especificos

e Investigar as frequéncias dos polimorfismos dos geneslFNy e
INFGR1em pacientes com tuberculose na populacédo do Para.

e Avaliar se ocorrem diferencas nas frequéncias alélicase genotipicas dos
polimorfismos IFNy®*De INFGR15Y®" e INFGR1 “5*Clentre
individuos come sem tuberculose na populacdo de Belém.

e Investigar um painel de 48 Marcadores Informativos de Ancestralidade
Genética, tanto na amostra de pacientes como na amostra de individuos
sem tuberculose, de forma a controlar os possiveis efeitos da

subestruturacéo populacional.
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6.MATERIAIS E METODOS

6.1 Amostra

Para realizacdo deste estudo nos utilizamos amostras de sangue
periférico de 273 individuos da populacédo de Belém, divididos em dois grupos:

(1) Grupo 1: 148 pacientes diagnosticados com tuberculose, residentes
no Estado do Pard, Brasil, atendidos no Hospital Universitario Jodo de Barros
Barreto (HUJBB).

(2) Grupo 2: 125 individuos sem tuberculose da populacdo de Belém,
residentes no Estado do Par4, Brasil.

A coleta do material biolégico ocorreu durante o periodo de 2006 a 2012.
Os individuos portadores de tuberculose foram selecionados, depois da
confirmacédo da infeccdo pelo bacilo da Mycobacterium tuberculosis (realizada
através dos exames clinicos, bacterioldgico, radiol6gico, prova tuberculinica,

histopatolégico e especifico complementares) (FUNASA, 2002).

6.2 Aspectos Eticos

Os individuos foram devidamente esclarecidos a respeito da pesquisa e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, o qual permite o uso
de suas aliquotas de sangue e de seus dados clinicos, em nivel de prontuario.
O presente estudo foi aprovado no Comité de Etica do Hospital Universitario

Joao de Barros Barreto sob protocolo n° 350507.
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6.3 Obtencao das amostras e extracao de DNA

De cada individuo foi obtido 5mL de sangue venoso colhido de veia
periférica, em sistema de coleta a vacuo, utilizando EDTA como anticoagulante.
A extracdo de DNA foi realizada segundo método descrito por Sambrook et al.,
(1989).

6.4 Quantificagdo do DNA

A concentracdo do DNA das amostras foi calculado pelo indice de
absorbancia (A) das bases a 260 nm em espectrofotometro NanoDropTM ND-
1000 (Thermo Scientific). Posteriormente, o DNA foi armazenado no freezer -
80°C.

6.5 Genotipagem dos Polimorfismos

A genotipagem dos polimorfismos para os genes IFNy(rs1130562) e
INFGR1 (rs1327474, rs2234711) foi realizada por técnica de PCR em tempo
real (RT-PCR) utilizando-se o sistema TagMan® (Applied Biosystems®, Foster
City, California, EUA), que utiliza uma sonda fluorescente para possibilitar a
deteccdo de um produto especifico da PCR conforme esse se acumula durante

os ciclos da reacéo.
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6.6 Andlise da Ancestralidade

A andlise da ancestralidade das amostras foi realizada de acordo com
Santos et al. (2010), utilizando 48 marcadores informativos de ancestralidade
autossomica (AIMS). Foram realizadas trés reacfes de PCR multiplex, cada
uma com 16 marcadores. Os amplicons de PCR foram analisados por
eletroforese usando o sequenciador ABI Prism 3130 e o software GeneMapper
ID v.3.2. As proporgdes individuais de ancestralidade genética Europeia,
Africana e Amerindia foram estimadas usando o software Structure V.2.3.3,
assumindo trés populacdes parentais (europeia, africana e amerindia)
(CARVALHO et al., 2015).

6.7 Analises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas nos softwares SPSS 17.0,
usando o teste de Mann-Whitney, considerando como significantes valores de
p<0,05(SPSS Ins. Chicago,IL,USA).
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7 RESULTADOS

Fatores de risco para a tuberculose

Foram analisados 148 pacientes com M. tuberculosis e 125 individuos
nao portadores de tuberculose, controlada por diferentes fatores que podem
estar envolvidos com uma maior suscetibilidade a esta patologia, tais como HIV
- nenhum dos participantes transportado o virus. O controle Gendmico é
particularmente importante nas amostras estudadas, devido a presenca de
subestruturacdo nas populacées que habitam a regido norte do Brasil, o que

justifica 0 uso desse controle em estudos de associagdo com doencas.

A Tabela 2 apresenta fatores de risco para o desenvolvimento de TB.
Foram observadas diferencas estatisticamente significativas em relacdo as
variaveis: comorbidades (p = 0,000), idade (p = 0,000), ancestralidadeafricana
(p = 0,000), europeia (p = 0,000) e amerindia (p = 0,001). No grupo de
pacientes (homens e mulheres),as médias de idade foram 48,86 + 17,51 anos
e 23,09 + 4,62 anos para 0s casos e controles, respectivamente.O género

feminino foi predominante em ambos os grupos analisados.

Os resultados da Tabela 2 mostram que, comorbidades, idade e etnia
apresentam distribuicbes distintas nestas amostras em relagdo ao
desenvolvimento de TB, considerando-se p < 0,05. Deste modo, existe uma
necessidade de corrigir tais fatores de interferéncia na analise de associacao

entre os polimorfismos genéticos e risco de desenvolver TB.

Os valores de distribuicdo global de mistura interétnica para casos e
controles de TB estdo na Tabela 2. Entre os pacientes, observou-se 25% de
contribuicdo africana, 40% de europeia e 35% de amerindia. No grupo controle,

os valores foram de 20% de contribuicdo africana, 51% de europeia e 29% de
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amerindia. Quando comparamos casos e controles, os trés grupos, africano (p
= 0,0001), europeu (p = 0,000) e do nativo americano (p = 0,000),apresentaram

subestruturacéo da populacao.

Tabela 2 — Caracteristicas clinicase fatores de riscoparaportadoresde tuberculose(casos)e
seus controles.

Casos Controles p
N =148 (%) N =125 (%)

Género(Masculino / 67/81 55/70 0.903
Feminino) ?

Comorbidade® 31 (23.0) 0 (0) 0.000

Idade” 48.86+ 17.51 23.09+4.62 0.000

Africanos ° 0,25999 0,20376 0.001

Europeus © 0,40044 0,50541 0.000

indios © 0,33958 0,29083 0.000

®Teste exato  deFisher; °Studenttde  teste; ‘Mann-Whitney; comorbidades
encontradas:Hepatoblastoma, leucemia, Hipertensdo Arterial Sistémica(HAS), asma,
tumoresde laringe, diabetes tipo 2 e tipol, Nefropatia, Doenca Pulmonar Obstrutiva
Cronica(DPOC), hipotireoidismo, doenca mental, bronquiectasia, cardiopatia, Gastrite,
Insuficiéncia Renal,colecistite, Ulcera, cirroseeartrose.

A Figura 5representa a contribuicdo étnica individual dos individuos do
grupo caso (com tuberculose) e grupo controle (sem tuberculose) estimado por

meio de 48 marcadores informativos de ancestralidade.
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Amerindios

O Individuos com TB

@ Individuos Sadios

Africanos Europeus

Figura 5 — Distribuicdo de estimativa individual. Os vértices do triangulo representam as
populagBes parentais. Os circulos em cores ao centro do triangulo descrevem os individuos

com e sem tuberculose.

A Tabela 3 apresenta a distribuicdo de frequéncias alélicas e genotipicas
para todos os polimorfismos investigados e 0s seus riscos relativos estimados.
Proporcdes genotipicas observadas estdo de acordo com o esperado por
Hardy-Weinberg, em todos os grupos analisados. Os resultados indicam que os
trés polimorfismos estudados INFy*** T INFNGR1% T e INFNGR1 *°*>©

nao mostraram qualquer associa¢cdo com a suscetibilidade a tuberculose.
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Tabela 3 — Distribuicdo de frequéncias alélicas e genotipicasparapolimorfismosinvestigados

nos pacientesde TB.

Genotipo Casos Controle P OR (CI95%)
N (%) N (%)
IFNG871 A>T N=146 N=116
AA 80 (54.4) 67 (57.8) 1
AT 59 (40.4) 41 (35.3)
TT 7 (4.8) 8 (6.9) 0,856 1.215 (0.147 — 10.043)
AT +TT? 66 (45.2) 54 (42.2) 0,163 2.165 (0.731 — 6.413)
Allele A 0.75 0.75
Allele T 0.25 0.25
IFNGR1 611C>T N=94 N=115
cC 56 (59.6) 56 (48.7) 1
CcT 33(35.1) 44 (38.3)
TT 15 (13) 5 (5.3) 0.378 0.375 (0.42 — 3.321)
cc+CT? 38 (40.4) 59 (51.3) 0.542 1.558 (0.375 — 6.469)
Allele C 0.77 0.68
Allele T 0.23 0.32
IFNGR1 56 A>G N=133 N=114
AA 56 (42.1) 43 (37.7) 1
AG 51 (38.3) 50 (43.9)
GG 77 (19.5) 21 (18.4) 0.533 0.585 (0.109 — 3.153)
AA + AG* 128 (57.8) 71 (62.3) 0.783 1.177 (0.370 — 3.741)
Allele A 0.61 0.60
Allele G 0.39 0.40

*Modelo

dedominanciado

alelomutanteem

homozigotorecessivomaisgenotipo heterozigoto.

éconsiderado

ogendétipo
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8 DISCUSSAO

A tuberculose € uma das doencas mais importantes na historia da
humanidade devido ao seu impacto na saude publica. A TB apresenta picos de
incidéncia elevada em resposta as situacdes de crise ao longo do tempo, como
a revolucao industrial, as guerras e outras epidemias, como a AIDS. Embora
seja estudada ha seéculos, ainda € responsavel por mais mortes do que
qualguer outra doenca infecciosa. Em 1993, a Organiza¢cdo Mundial da Saude
declarou como uma emergéncia de saude publica global (Mdller.et al.; 2010).
De acordo com dados da OMS (WHO), no ano de 2008, a taxa global de
mortalidade relacionada a tuberculose foi de 21/100.000 habitantes e no Brasil
chegou a 3,8/100.000 habitantes.

O Brasil faz parte do grupo de 22 paises relacionados com 80% das
ocorréncias globais de tuberculose (MS, 2002). Perante este cenario, as
investigacbes que podem caracterizar populacdbes de risco para o0
desenvolvimento de tuberculose sdo de grande importancia para o controle

desta patologia.

Diferentes estudos no mundo relatam a importancia de controlar
aspectos de associacao das variaveis alélicasem relacdo a patologia (Hinds et
al.,2004; Keene et al.,2008) . No presente estudo utilizou-se um painel de 48
MIA capaz de identificar errosde subestruturacédo populacional. Este controle
de ancestralidadegenémica foi de fundamental importancia para a consolidagédo
e andlise de associacdo de polimorfismos genéticos INFy**** D INFNGR1%

©T) e INFNGR1°¢**©) no desenvolvimento da TB.

Dados relacionados aancestralidade mostraram uma contribuicdo
significativa (p = 0,000) entre os individuos com tuberculose e controlesem
relacdo acontribuicdoafricana (25% x 20%), europeia (40% x 51%) e amerindia
(33% x 29%). Estes resultados mostram uma perda da contribuicdo europeia e

um aumento das contribuicdes africanas e de nativos americanosno grupo de
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individuos com TB, sobre a estimativa encontrada na populagdo controle
investigada (Santos et al.,2010).

7

O modelo proposto para explicar esta observacdo é uma selecdo
direcional para grupos étnicos de maior contribuicdo africana e de nativo
americano com base nas caracteristicas desta patologia. Considerando os
dados do Ministério da Saude (MS,2004), a ocorréncia global da distribui¢cdo
geografica da prevaléncia da TB apresenta importante influénciada situacao
econbmica e social em diferentes areas do globo. De acordo com a ONU
(Organizacao das Nacdes Unidas), apresentam fortes indicadores para paises
menos desenvolvidos em saude e nutricdo, que aliados ao saneamento
inadequado e as condi¢cdes de acesso a saude publica, contribuem para a
ocorréncia de novos casos de TB. Adicionalmente, dados do IBGE (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica), em 2003 indicam uma grande
disparidade da pobreza entre as populagdes nativas americanas e africanas

(IBGE, 2003).

Aevolucdo clinicada infeccdo porTBvaria substancialmenteentre os
individuos(Girardi et al., 2000). Fatores do hospedeiropodem estar envolvidos
nasuscetibilidadeouresisténcia,as variasfases da infeccdoou dadoenca(van
Heldenet al., 2006). Estudos anteriores eram semprefocados emreatividade
imunolégicaem pessoas comdoencga, mas a atencdoesta agora voltadaa razéo
pela quala maioriadas pessoas infectadaspermanecem
saudavel.Nestecontexto, € importante determinar seaqueles quepermanecem
saudaveistétm um alto nivelde resisténciageneticaaTB;ouse a resisténciaé
afetada pelos fatoresambientais,exdégenos; ou ambas situacdes estédo

relacionadas (Lange et al., 2014; Abul et al., 2012; DavieseGrange, 2001).

Na maioriados individuos, vias imunolégicas inatas eT auxiliares1(Thl),a
imunidademediada por célulassdo ativadas resultando naliseda bactéria.
Certascitocinas, incluindo INFy, principalmenteproduzidosporcélulasThl,
desempenha um papelimportantena célulaimunemediada porresposta a
patégenosintracelulares eauto-imunidade(Abbas et al.,, 1996). Estudos

experimentaisem ratos “knockout’comobemcomoa
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observacéoclinicaeminfecgbes por micobactériasgraves em
pacientescomdefeitos davia de sinalizacdoINFyprovaramseu essencialpapelno
controle de infecgbes porM.tuberculosis(Cooper et al, 1993;. Filipe-Santos et
al., 2006; van deVosseet al., 2004). Fato pelo qual demonstra haver diferencas
nos diversos estudos consultados quanto asuscetibilidade a tuberculose, pois
inimeros fatores podem estar relacionados a significancia de resultados

estatiscos.

Nossos resultados mostraram que os genes INFy3"* @1 INFNGR1%

©T e INFNGR1 ®®®™© nzo foram significantes para o aumento da
suscetibilidade a TB na populacao investigada, talvez pelo pequeno tamnaho
amostral, tendo em vista que a tuberculose no Brasil apresenta o maior indice
de casos de toda a América do Sul, cerca de 114 mil casos em 2007; média de
90 mil casos novos por ano (WHO, 2009). E em especial no estado do Para
sdo 46,69/100.000 casos por habitantes, o segundo maior indice de
tuberculose do norte do Brasil ficando atrds apenas do estado do Amazonas.
Em funcdo dos resultados obtidos, seria necessario uma investigacdo mais
ampla, para obter resultados com um maior grau de confiabilidade (MS, SVS,

SINAN E IBGE, 2007).

Jiegiong Lu.et al. (2014) em seuestudo caso-controle,
genotiparamseisSNPs dos genesINFy/INFNGR1lem um grupo dapopulacéo
chinesae indicaramque os polimorfismosgenéticosders2234711(INFNGR1 ~°
(A>G)), rs1327475ers7749390estavam associadascomum riscoa TB. Parao
SNPrs2234711, individuos portadoresdo aleloA>Gobservou-se adiminuigédo
dorisco. Enquanto para orsl1327475, o aleloA>C estava relacionado
comumaumento do risco. Para ors7749390, o modelo dominantemostrou
umadiminuicdoem 20%do risco entreos individuos
comgendtiposvariantes(AG/AA). Além disso, observou-se queo
haplotipors2234711T/rs3799488C  também  contribuiu  a  umaumento

significativo no riscoda doenca.

Polimorfismos nos genes IFNy e IFNGR1ja foram associados a sintomas

e a gravidade de maléaria P.falciparum em estudos de popula¢gbes africana e



46

asiatica (Driss et al.,, 2011). Entretanto,Sortica et al., (2012) analisaram33
polimorfismos associados a suscetibilidade ao desenvolvimento de malaria,
dentre estes oINFGR1 ~ *® ®©) rs 2234711 (gene também analisado no
presente estudo quanto a suscetibilidade a tuberculose), os resultados obtidos
pelos autores ndo observaram nenhuma associacdo com a maléria causada
por P. Vivax. Nesta investigacdo os autores também realizaram o controle de
ancestralidade genémica com Europeus, Africanos e Amerindios. Os
resultados observados por Sortica et al., (2012) corroboram os do presente

estudo onde o polimorfismoINFGR1 “¢¢*>©)

gue também néo foi associado com
a suscetibilidade a tuberculose. Desta forma, fica evidente e ressalta-se a
importancia de estudos de ancestralidade que controlem a presenca de
subestruturacdo populacional, principalmente em paises como o Brasil, para
obtencao de resultados mais coesos quanto a polimorfismos que predispde a
suscetibilidade ao desenvolvimento de doengas infecciosas, como exemplo a

tuberculose.

7

A tuberculose é uma doenca infecciosa causada pelo bacilo
Mycobacterium tuberculosis. No entanto, numerosos estudos mostram que
apenas 10% dos individuos expostos as bactérias desenvolvem a patologia.
Deste modo, pode ser considerada uma doenca poligénica e multifatorial que
resulta da interacdo do genoma do hospedeiro, as caracteristicas do patdégeno
e condigbes ambientais incluindo os fatores sociais e econdmicos (Notonet al.,
2014; Moller et al.,2010;North et al., 2004).

Os componentes genéticos que contribuem para uma suscetibilidade e
resisténcia a tuberculose provavelmente envolve uma interagéo entre multiplos
alelos localizados em diferentes cromossomos e genes. Por isso, os alelos
analisados citados nos resutados deste trabalho, quanto a possivel
susceptibilidae a tuberculose ndo apresentam significancia. As discordancias
observadas entre este estudo e outros da literatura mundial, citados durante o
desenvolvimento do presente trabalho, podem ser decorrente da composi¢éo
étnica diferente nas popula¢cdes analisadas que originam subestruturacfes
populacionais, pode ser em fungdo do tamnaho amostral, pode ser em funcao
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da interagdo com fatores ambientais, ou pode ser em funcdo de todas as

hipoteses.

Mais trabalhos sdo necessarios para fornecer modelos sobre a
expressdo de INF/INFNGR1 e os genes vizinhos que também podem estar
relacionados asuscetibilidade a tuberculose e assim vim a favorecer a
abordagens mais proveitosa para compreender 0os mecanismos em que estas
vias e suas varia¢des influenciam no risco a TB. S80 necessarias repeticoes
em populacbes maiores para conclusivamente confirmar ou rejeitar 0s

resultados achados.

Desde o ano de 2003, a Organizacdo Mundial de Saude vem tentando
erradicar esta infeccdo a nivel mundial com a meta de erradicacéo até o ano
atual (2015), de modo que devemos olhar para populagdes com alto risco a
desenvolver a patologia. Assim, as investigacdes que considerem o efeito de
marcadores genéticos para uma maior suscetibilidade a TB sdo de grande

importancia para medidas publicas voltadas a esta doenca.
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9 CONCLUSOES

Neste estudo, observou-se que a distribuicdo dos polimorfismos
INFYPTAT - INFNGR1%2M©D e INFNGR1%*®%entre individuos com
tuberculose e controles da populagdo de Belémnédo apresentaram diferencas

significativamente no que diz respeito a suscetibilidade a doenca.
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