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RESUMO

A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa, causada por Mycobacterium
tuberculosis, e ainda se configura como um grave problema de salde publica global.
O estado do Amazonas registrou em 2020 o maior coeficiente de incidéncia de
casos de TB no Brasil e estes dados preocupantes estimulam a investigacdo sobre
os fatores genéticos associados a doenca em nossa regido. A primeira linha de
defesa contra esses micro-organismos € a resposta imune inata, na qual ha atuacao
dos macrofagos. Essas células expressam receptores em sua superficie, como o
P2X7, com funcbes de reconhecimento de antigenos, regulacdo da resposta
inflamatédria e efetivacdo da resposta imune. Essa resposta ativa os inflamassomas
responsaveis por induzir uma rede de sinalizacdo para producdo de citocinas pro-
inflamatorias, como IL-13 e para a clivagem da proteina Gasdermina D. A porcao N-
terminal da Gasdermina ird formar poros na membrana plasmatica da célula
infectada, auxiliando no processo de eliminacdo do patdgeno por meio da piroptose
e liberacdo de citocinas secretadas. Esse estudo visa avaliar os polimorfismos de
base uUnica dos genes que codificam para Gasdermina D e receptores P2X7:
GSDMD (rs7834318, rs2290414) e P2RX7 (rs2230911, rs3751143, rs208290) e
analisar se existe associacdo com a TB, para risco ou protecdo a doenca. Foram
recrutados pacientes na Policlinica Cardoso Fontes (Manaus — AM), foi feita a coleta
de sangue total, extragdo de DNA por precipitacdo de sais e realizada a
genotipagem, utilizando a técnica de qPCR, de 504 amostras de sangue, sendo 245
pacientes com tuberculose pulmonar e 259 contatos saudaveis. A determinacéo das
concentracdes de IL-1B foi realizada por ELISA em amostras de pacientes TB (n=44)
e em controles (n=39). Dos polimorfismos analisados, o rs208290 (geno6tipo G/A) do
gene P2RX7 foi associado a protecdo contra a TB (p= 0.0031; OR= 0.54; IC 95%-=
0.36-0.82), a mesma associacao foi feita para a combinacédo de haplétipos ACA do
P2RX7 (p= 0,020; OR= 0,51; IC 95%-= 0,33-0,78). Estudos imunogenéticos revelam
dados importantes sobre como podem afetar a regulacao da resposta imunoldgica a
patdgenos, apesar desses estudos ainda serem escassos em pacientes com TB na
regido Norte do Brasil, eles podem contribuir para revelar os fatores associados a
protecdo e/ou risco para TB que justifiquem coeficientes tdo elevados da doenca no
Amazonas.

Palavras-chave: Gasdermina D; polimorfismos; receptor P2X7; resposta imune;

tuberculose.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is an infectious disease, caused by Mycobacterium tuberculosis,
and is still a serious global public health problem. In 2020, the state of Amazonas
recorded the highest incidence rate of TB cases in Brazil and these worrying data
encourage research into genetic factors associated with the disease in our region.
The first line of defense against these microorganisms is the innate immune
response, in which macrophages act. These cells express receptors on their surface,
such as P2X7, with functions of antigen recognition, regulation of the inflammatory
response and effecting the immune response. This response activates the
inflammasomes responsible for inducing a signaling network for the production of
pro-inflammatory cytokines, such as IL-1B and for the cleavage of the Gasdermin D
protein. The N-terminal portion of Gasdermin will form pores in the plasma
membrane of the infected cell, helping to eliminate the pathogen through pyroptosis
and release of secreted cytokines. This study aims to evaluate the single-base
polymorphisms of genes that code for Gasdermin D and P2X7 receptors: GSDMD
(rs7834318, rs2290414) and P2RX7 (rs2230911, rs3751143, rs208290) and analyze
whether there is an association with TB, for risk or protection from the disease.
Patients were recruited at the Cardoso Fontes Polyclinic (Manaus — AM), whole
blood was collected, DNA extracted by salt precipitation and genotyping, using the
gPCR technique, of 504 blood samples, of which 245 patients with tuberculosis
pulmonary and 259 healthy contacts. The determination of IL-1 concentrations was
performed by ELISA in samples from TB patients (n=44) and in controls (n=39). Of
the analyzed polymorphisms, the rs208290 (G/A genotype) of the P2RX7 gene was
associated with protection against TB (p=0.0031; OR= 0.54; 95% CIl= 0.36-0.82), the
same association was made for the combination of haplotypes ACA of P2RX7
(p=0.020; OR= 0.51; 95% CI= 0.33-0.78). Immunogenetic studies reveal important
data on how they can affect the regulation of the immune response to pathogens,
although these studies are still scarce in patients with TB in Northern Brazil, they can
contribute to reveal factors associated with protection and/or risk for TB that justify

such high coefficients of the disease in Amazonas.

Keywords: Gasdermin D; immune response; polymorphisms; receptor P2X7,;
tuberculosis
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1. INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa de elevada magnitude e €
reconhecida como um grave problema de saude publica mundial, sendo seu controle
(reducéo do numero de casos) um grande desafio para a comunidade cientifica e
para os programas de controle da doenca em diversos paises. Estima-se que 25%
da populagdo mundial esteja infectada pelas micobactérias do Complexo
Mycobacterium tuberculosis (MTBC) (BRASIL, 2018; WHO, 2020).

A carga estimada de tuberculose (TB) em 2019, pela Organiza¢cdo Mundial de
Saude, foi cerca de 10 milhdes de casos novos de TB ativa no mundo. Deste
namero houve 1,4 milhdo de 6bitos, sendo a TB a principal causa de morte entre
pessoas que convivem com HIV (WHO, 2020). No Brasil, no ano de 2020, foram
notificados 66.819 casos novos da doencga, resultando em um coeficiente de
incidéncia de 31,6 casos/100 mil habitantes e em 2019 foram registrados 2,2 oObitos
por TB/100 mil habitantes no pais (BRASIL, 2021).

A alta prevaléncia de TB no cenario mundial esta intimamente relacionada a
pobreza de grande parcela da populagédo, e suas consequéncias, como péssimas
condicbes de moradia, falta de saneamento basico, além da dificuldade no acesso a
informacdo, no diagnostico e tratamento da TB, sobretudo nos paises em
desenvolvimento, como o Brasil (CADENA et al., 2017). Além destes, fatores
intrinsecos ao patdégeno, como carga bacilar, infec¢cdo policlonal, gendtipo de
Mycobacterium tuberculosis e surgimento de resisténcia aos tuberculostéticos, e
fatores intrinsecos ao hospedeiro como sua constituicdo genética e comorbidades
como a co-infeccdo HIV/TB e diabetes, contribuem para quadros de maior
suscetibilidade a TB, sendo determinantes para imunopatogénese e o quadro clinico
resultante (CAWS et al., 2008; ABBADI et al., 2009; CASANOVA et al, 2011;
VANNBERG et al, 2011; COHEN et al., 2012; SHALER et al., 2012; FORD et al.,
2013).

No organismo, a principal linha de defesa sdo os macréfagos, os quais
expressam receptores em sua superficie que contribuem para a resposta contra o
patdgeno da TB. Durante a resposta imune inata por uma condicdo de estresse ou
por um processo infeccioso pode ocorrer a liberacdo de ATP, o qual ativara um
receptor chamado: P2X7 (SAVIO et al., 2018). Esse receptor exercera o sinal para

16



ativacdo dos inflamassomas (sensores intracelulares) e na sequéncia permite a
ativacdo da caspase-1 e clivagem da pro-1L-1B3, com secrecao da IL-1f bioativa, uma
citocina que ird promover uma resposta contra o patdégeno e sua eliminacdo (QU et
al., 2007; BRIKEN et al., 2013).

O receptor purinérgico P2X7 ativado por ATP possui propriedades pro-
inflamatérias, que contribuem para a ativacdo de macréfagos. O tratamento com
ATP causou a ativacdo da caspase-1, bem como a producédo de formas ativas de
citocinas via receptor P2X7 (P2RX7) (SAVIO, 2020). Mishra et al. (2010) realizaram
um estudo utilizando macro6fagos e identificaram que o fator de viruléncia ESAT-6,
secretado por M. tuberculosis, ativa o inflamassoma NLRP3 e estimula a caspase-1,
promovendo a secrecdo de IL-1p.

Além da inducéo direta da secrecao de citocinas pré-inflamatorias, a caspase-1
ativada desencadeia a morte piroptotica das células infectadas. A proteina citosolica
Gasdermina D (GSDMD) é um mediador chave deste processo. A clivagem da
GSDMD por caspase-1 ativada, resulta na liberagcdo de seu fragmento N-terminal
(GSDMD-NT), que forma poros na membrana plasmatica da célula infectada,
levando a eliminagdo do patégeno (LIU; LIEBERMAN, 2017; SBORGI et al. 2016).
Os poros interrompem a integridade da membrana celular, permitindo o influxo de
agua, a intumescéncia das células e a lise osmética, juntamente com um efluxo de
moléculas pequenas, incluindo citocinas proé-inflamatorias (GAIDT; HORNUNG,
2016).

Neste contexto, € possivel observar a importancia dos receptores de P2X7 e da
Gasdermina D na resposta inflamatéria, fato que estimulou a investigar o papel dos
genes P2RX7 e GSDMD na tuberculose (TB). Como os aspectos genéticos do
hospedeiro podem influenciar na complexidade da doenca, ha estudos relatando que
os polimorfismos podem modificar a fungdo fisiolégica do inflamassoma, por
exemplo, e contribuir para a suscetibilidade a doenca (SOUZA DE LIMA et al.,
2016).

Um fato intrigante na patogenia da TB é que menos de 10% dos individuos
infectados apresentardo a forma clinica da doenca ao longo da vida. Entretanto, o
Brasil € um dos paises que apresentam mais casos da doenca e o estado do
Amazonas, juntamente com sua capital Manaus, apresentaram o maior coeficiente

de incidéncia da TB do pais, 64,8 casos/100 mil habitantes e 90,1 casos/100 mil
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habitantes respectivamente. Diante desses numeros preocupantes, o Amazonas
ainda precisa de mais acdes de combate a doenca, por isso € importante investigar
0s motivos de indices tao elevados na regido. Estudos que abordem caracteristicas
imunogenéticas e sécio demogréaficas na predisposicdo a doencgas infecciosas, em
especial a TB, ainda sdo escassos na regido Norte. Os polimorfismos genéticos
foram relatados com a possibilidade de estarem de fato envolvidos para protecao ou
suscetibilidade, ou ainda para gravidade da doenca.

Pretende-se investigar genes/proteinas que participam diretamente ou
indiretamente na ativagdo dos inflamassomas, cruciais durante a resposta imune
inata nas infec¢cdes por micro-organismos como as micobactérias causadoras da
tuberculose.

De acordo com o apresentado, este projeto tem como proposta principal avaliar
os polimorfismos de base Unica (SNP) em genes de Gasdermina D e de receptores
P2X7 e verificar se existe uma possivel associacdo com TB. A compreensdo do
papel da GSDMD e do P2RX7, durante a infeccdo pelo bacilo, permitira a
compreensao de aspectos importantes relacionados a doenca e respostas do
hospedeiro. Estudos imunogenéticos podem colaborar para uma melhor
compreensao da patogénese, auxiliando nas perspectivas de estratégias
imunoterapéuticas no futuro, além de ajudar na descoberta dos fatores de riscos

relacionados a TB.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos gerais da tuberculose

A Tuberculose (TB) € uma doencga infecciosa causada por micobactérias do
Complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) (GALAGAN, 2014) associada a
fatores sociais, ambientais e genéticos (MEYER; THYE, 2014). O MTBC é formado
pelas seguintes espécies: Mycobacterium tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M.
canettii, M. microti, M. pinnipedii e M. caprae, sendo a primeira o agente etiol6gico
mais frequente (FORRELLAD et al., 2013; BRASIL, 2014)

A espécie M. tuberculosis € um bacilo reto ou ligeiramente curvo de
crescimento lento, imével, ndo esporulado e ndo encapsulado, aerdbico restrito,
medindo cerca de 1 a 10 ym de comprimento por 0,2 a 0,6 um de largura. Pode
infectar diversas espécies de animais, sendo o homem o principal hospedeiro. (BRASIL
et al., 2002).

A parede celular das micobactérias é constituida mais externamente por uma
camada de lipideos frouxamente distribuidos, seguida de uma camada espessa de
acido micodlico (CHATTERJEE; KHOO, 1998). A presenca desta camada lipidica
confere resisténcia a antibidticos e as enzimas lisossomais dos macrofagos do
hospedeiro. Associados a esta camada lipidica existem biomoléculas contendo
manose, incluindo lipoarabidomanana (LAM), constituida por lipomanana (LM) e
arabinogalactana (KALSCHEUER, 2019). O dominio arabinan pode estar associado
a manosil (Man-LAM) ou fosfatidilinositol (PILAM), dependendo do tipo de
micobactéria. Além disso, mais internamente foi observada uma camada de
peptidoglicano (PGN) e a membrana celular bacteriana (ABDALLA, 2012).

O bacilo possui uma espessa parede, constituida principalmente por acidos
micadlicos, formando uma barreira hidrofébica que confere resisténcia a dessecagao
e a descoloracdo. Os lipideos se ligam a corantes, como a fucsina, e conseguem
reter a coloracdo mesmo apoOs lavagens com solucdes de alcool-acido, sendo
denominados bacilos alcool &cido resistentes (BAAR). Essa propriedade é utilizada
na baciloscopia direta pelos métodos de coloracdo denominados Ziehl-Neelsen ou
Kinyoun (BRASIL, 2002) (Figura 1).
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Figura 1: Bacilos éalcool-acido resistentes (BAAR) em amostra de escarro de
paciente com TB. Coloragéo feita pela técnica de Kinyoun.
Fonte: Proft Dr2 Luciana Botinelly Mendonga Fujimoto (UFAM/INPA)

As espécies de MTBC podem infectar humanos e causar doencas. Dentre as
espécies de micobactérias deste complexo, a infeccdo por Mycobacterium
tuberculosis é a mais prevalente. O sistema imune do hospedeiro, pode controlar e
eliminar o bacilo da TB, ou ainda o bacilo podera permanecer viavel e a infeccéo
continuar de forma latente com quadro assintomatico. Quando a infeccdo esta ativa
e progressiva no pulmdo (TB pulmonar), apresenta os quadros sintomaticos
conhecidos. Uma reativacdo pode acontecer meses apo0s a infec¢do priméria ou
resultar da disseminacdo do bacilo para outros érgéos e tecidos (TB extrapulmonar)
(AGUILAR-AYALA et al., 2016).

A intensidade da transmisséo local da tuberculose depende da prevaléncia de
individuos com formas infecciosas de tuberculose, da frequéncia e proximidade das
interagbes entre individuos infecciosos e suscetiveis, bem como caracteristicas
biol6gicas do Mycobacterium tuberculosis que afetam a transmissdo (WOOD,
MORROW, BARRY, 2016). Fatores ambientais, como aglomeracédo e ventilacéo,
tém impacto direto na troca de ar de pessoa para pessoa necessaria para a
transmissdo. Além disso, as maneiras pelas quais diferentes cepas de M.
tuberculosis podem ser adaptadas para sobrevivéncia, aerobiologia da tuberculose e

infeccdo bem-sucedida sé&o temas de pesquisa crescente (FENNELLY et al., 2012).
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Estima-se que mediante o contato com M. tuberculosis, em torno de 30% dos
individuos tornam-se infectados. Destes, menos de 10% falham na resposta imune,
nao conseguem limitar a multiplicacdo micobacteriana, ocorrendo o estabelecimento
da primo-infeccdo e doenca. A maioria dos infectados, aproximadamente 90% dos
casos, desenvolvem uma resposta imune eficiente, inibindo a agao bacteriana inicial,
mas nao o suficiente para elimina-lo completamente, estabelecendo a forma latente
da doenca. Por isso, estima-se que 25% da populacdo mundial evolua para a TB
latente, com possibilidade de reativagdo em aproximadamente 10% dos casos,
causada por uma imunossupresséo futura. Certamente, as variagdes na constituicao
genética, especialmente em genes responsaveis pela resposta imune ditam a
predisposicao e a imunopatogénese da TB (AHMAD, 2011; VANNBERG et al., 2011;
SHALER et al., 2012).

A evolucdo das micobactérias que compdem o complexo M. tuberculosis,
assim como sua distribuicdo pelo mundo, ainda ndo foram completamente
elucidadas. Evidéncias utilizando-se marcadores genéticos sdao importantes para a
determinacdo do tempo de divergéncia, diversidade e distribuicdo das espécies.
Este processo evolutivo é coincidente com a expansdo do homem moderno da
Africa para o resto do mundo. Com a explosdo populacional e influenciados pela
Revolucao Industrial, os operarios passaram a viver aglomerados e em péssimas
condicbes de higiene, condicbes que favoreceram a propagacao e expansao da TB
(GAGNEUX et al., 2006; WIRTH et al., 2008).

Dentre os fatores que contribuiram para o elevado nimero de novos casos de
TB, destacaram-se o0 avanco da pobreza em escala mundial, o comprometimento do
sistema imune, diabetes, tabagismo, aumento da coinfeccdo com HIV/AIDS e a
elevacao dos casos de multidrogas-resistentes (MDR) (KRITSKI, 2007; WARNER et
al., 2015).
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2.2 Aspectos epidemioldgicos da tuberculose

Os esforcos globais evitaram cerca de 54 milhdes de mortes por TB desde o
ano 2000, mas a TB continua a ser a doenca infecciosa mais letal do mundo.
Segundo estimativas da OMS, 25% da populacdo mundial, estd infectada pelo M.
tuberculosis. O agravo atinge a todos 0s grupos etarios, com maior predominio nos
individuos economicamente ativos (15-54 anos) e do sexo masculino. Em nivel
global, cerca de 10 milhdes de pessoas desenvolveram TB em 2020 e houve
aproximadamente 1,4 milhdo de mortes, incluindo 251 mil com HIV, em 2019 (WHO,
2020).

Em 2018, as mortes estimadas para a Regido das Américas eram de 22.900
(21.200 - 25.600), das quais 26% (5.900) correspondiam a pessoas com coinfec¢ao
TB / HIV. Na Regido das Américas, foram notificados 235.345 novos casos (3% dos
casos globais). Destes, 185.000 (64%) correspondiam a homens com 15 anos ou
mais de idade. A taxa de incidéncia estimada para a Regido foi de 28,7/100 mil
habitantes, com tendéncia de aumento nos ultimos 5 anos (WHO, 2019).

Entre 2017 e 2018, o numero de casos de TB nas Américas aumentou 2%. O
aumento no nimero absoluto de casos de TB na Regido vem do Brasil (3.187), Peru
(1.581), México (514) e Venezuela (370). Em 2018, 69% dos casos de TB estimados
correspondiam a cinco paises: Brasil, Peru, México, Haiti e Coldmbia e 86% a doze
paises (Tabela 1) (WHO, 2019).

Embora a TB seja curavel, é atualmente a doenca infecciosa relacionada a
maior morbidade da regido e sua persisténcia se deve, em grande parte, as graves

desigualdades sociais e econdémicas nas Ameéricas (WHO, 2018).
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Tabela 1: Paises com maior nUmero de casos estimados de TB nas Américas em
2018.

N° PAIS CASOS PORCENTAGEM DO
ESTIMADOS TOTAL DE CASOS

1 Brasil 95.000 32,9%

2 Peru 39.000 13,5%

3 México 29.000 10,0%

4 Haiti 20.000 6,9%

5 Colémbia 16.000 5,5%

6 Venezuela 14.000 4,8%

7 Argentina 12.000 4,2%

8 Bolivia 12.000 4,2%

9 Republica Dominicana 4.800 1,7%

10 El Salvador 7.200 1,6%

11 Panama 2.200 0,8%

12 Guyana 640 0,2%
Restante da América 39.860 13,7%
Total 249.140 86,3%

Fonte: OMS (2019)

Ha estimativa que mais de 50 mil pessoas na regido ndo sabem que tém a
doenca e ndo foram tratadas. Essa lacuna de diagndéstico aumentou em 3 mil
pessoas, em comparacdo a 2016. O teste de diagndstico rdpido, uma nova
ferramenta que poderia ajudar a reduzir a diferencga, foi usado em apenas 13% dos
casos confirmados, um pouco acima dos 9% em 2016 (WHO, 2018).

As metas internacionais estabelecidas pela OMS e pactuadas pelo governo
brasileiro serdo diagnosticar 70% dos casos de TB estimados e cura-los em 85%. A
TB ainda é um sério problema da saude publica, com profundas raizes sociais. Esta
intimamente ligada a pobreza e a ma distribuicdo de renda. O surgimento da
epidemia de Aids e dos focos de TB multirresistente agravaram ainda mais o
problema da doenca no mundo (BRASIL, 2016).

Para acelerar o progresso de cura dos pacientes, o relatério da OMS
recomenda que os paises melhorem o monitoramento dos pacientes, para garantir o
acompanhamento do tratamento e abordar as barreiras de acesso a saude, entre

outras questdes. A TB multirresistente também é uma ameacga, houve cerca de meio
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milhdo de novos casos de TB resistente a rifampicina em 2018, dos quais 78%
apresentavam TB multirresistente (WHO, 2019).

No Brasil, em 2020, foram notificados 66.819 casos novos de TB. Nesse
mesmo ano, o coeficiente de incidéncia foi igual a 31,6 casos/100 mil habitantes
(Tabela 2). Entre os estados, os maiores coeficientes de incidéncia foram
registrados no Amazonas (64,8 casos/100 mil habitantes.) e no Rio de Janeiro (60,0
casos/100 mil habitantes.) (BRASIL, 2021), cujas capitais também apresentaram o0s
maiores coeficientes, 90,1 casos/100 mil hab. em Manaus e 84,9 casos/100 mil
habitantes no Rio de Janeiro. A situagdo da TB nas capitais do pais exige atencéo,
uma vez que apresentaram coeficientes de incidéncia elevados em relagcdo a média
nacional (BRASIL, 2021).

O Estado do Amazonas tem se destacado, nos ultimos anos, como detentor da
12 maior taxa de incidéncia de tuberculose (TB) do Brasil. O Municipio de Manaus,
capital do Amazonas, concentra mais de 50% da populacdo do Estado e 73% dos
casos notificados de tuberculose (TB) (BRASIL, 2021). Varios fatores contribuem
para a manutencdo dessa incidéncia: clima tropical, desnutricdo, condicdes
precarias de moradia e saneamento basico, além das dificuldades operacionais de
diagnostico e tratamento da TB, superlotacdo do transporte publico urbano que
favorece a aglomeracdo em locais de ambientes fechados que, consequentemente,
beneficiam a transmissibilidade do bacilo e pode-se teorizar que ha uma grande
diversidade genética de M. tuberculosis circulantes (GOMES et al., 2012).
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Tabela 2: Indicadores epidemiolégicos e operacionais da TB, por Unidade da

Federacéo e regido, Brasil, 2021.

Indicadores epidemiolégicos

Unidade da Casos novos
Federacao/regiao de de TB Coeficiente de Coeficiente de
residéncia notificados (n) incidénciade TB  mortalidade de
(/200 mil hab.)  TB (/100 mil hab)!
Acre 473 52,9 3,2
Amapa 231 26,8 1,5
Amazonas 2.728 64,8 41
Para 3.735 43,0 3,0
Rondonia 441 24,5 1,1
Roraima 257 40,7 3,3
Tocantins 173 10,9 0,8
Regido Norte 8.038 43,0 2,8
Alagoas 715 21,3 2,3
Bahia 3.511 23,5 2,1
Ceara 2.965 32,3 2,4
Maranhéao 1.955 27,5 2,4
Paraiba 999 24,7 1,5
Pernambuco 4.658 48,4 3,9
Piaui 615 18,7 1,8
Rio Grande do Norte 1.215 34,4 2,1
Sergipe 654 28,2 1,6
Regido Nordeste 17.287 30,1 2,4
Espirito Santo 1.176 28,9 2,2
Minas Gerais 3.209 15,1 1,1
Rio de Janeiro 10.421 60,0 3,8
Séao Paulo 15.823 34,2 2,0
Regido Sudeste 30.629 34,4 2,1
Parana 2.190 19,0 1,4
Rio Grande do Sul 4.440 38,9 2,5
Santa Catarina 1.225 16,9 1,1
Regido Sul 7.855 26,0 1,7
Distrito Federal 291 9,5 1,0
Goias 799 11,2 0,9
Mato Grosso 979 27,8 2,0
Mato Grosso do Sul 900 32,0 1,8
Regido Centro-Oeste 2.969 18,0 1,3
Brasil 66.819 31,6 2,2

Fonte: BRASIL (2020)
1 Dados referentes ao ano de 2019.

25



2.3 Aspectos imunopatogénicos datuberculose (TB)

A fonte de transmissao mais comum da TB é a forma pulmonar da doenca, cujo 0os
sintomas destacam-se a tosse persistente por mais de duas semanas, produtiva ou
ndo (com muco e eventualmente sangue), dor toracica, febre vespertina com
sudorese noturna, dispneia, falta de apetite, emagrecimento, cansaco facil e
aumento dos linfonodos (NOGUEIRA, 2012).

A transmissdo da TB ocorre de pessoa a pessoa, quando pacientes baciliferos,
durante a fala, o espirro e a tosse, lancam no ar particulas infectantes de diversos
tamanhos. As goticulas mais densas se depositam no solo e as mais leves
permanecem em suspensao no ar. A maioria das particulas contidas nas goticulas
séo retidas pela mucosa do trato respiratorio superior através do mecanismo muco-
ciliar. Somente os nucleos secos das goticulas (nucleos de Wells), com diametros de
até 5 ym (micrdmetros) e com 1 a 2 bacilos em suspensdo, podem atingir os

bronquiolos e alvéolos, iniciando o foco infeccioso (Figura 2) (BRASIL, 2008).

Goticulas de tosse ou
espirro de pessoa infectada

‘,/

Bacilo de Koch & X

v
Tuberculose .

h a

Figura 2: Esquema de transmissao da TB entre pacientes baciliferos e contatos.
Fonte: BRASIL, 2008.

Ao atingir os alvéolos pulmonares, os bacilos serdo englobados por
macrofagos alveolares residentes, ativando o sistema imune inato. Os neutrofilos e

as células dendriticas que foram recrutados para o local da infeccdo também
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realizam a fagocitose dos bacilos (BEHAR et al., 2014). A infecéo inicial podera ser
controlada; ou entdo o bacilo podera evadir-se a uma resposta imune natural por
meio da inibicdo da fusdo do fagossomo com o lisossomo, o que lhe permite
replicar-se dentro do macréfago, estabelecendo um quadro de laténcia ou de
ativacao da doenca (STEWART; ROBERTSON; YOUNG, 2003). Outro mecanismo
de evasdo do sistema imunologico envolve a neutralizacdo de moléculas
antimicrobianas de macréfagos, como a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e oxido nitrico (FLYNN, CHAN, 2003).

Os receptores de reconhecimento de padrdo (PRR) reconhecem os padrdes
moleculares associados a patdgenos (PAMPS) presentes na parede celular da
micobactéria, como as lipomananas (LM), lipoarabidomanana (LAM), glicolipideos,
acidos micdlicos e peptidoglicano, e realizam sua internalizacdo pelas células
fagociticas (AMARAL et al., 2016). Esses eventos caracterizam a resposta imune
inata, primeira linha de defesa do organismo.

Essa interacdo entre PRR e PAMP é responsavel por ativar as cascatas de
sinalizacéo intracelular, como NF-kB (Nuclear fator Kappa B), para a transcricdo de
citocinas pro-inflamatorias, como IL-1B, IL-18, IL-12, IFNy, TNF-a, ativacdo do
inflamassoma e autofagia (DEY; BISHAI, 2014).

As micobactérias também podem ser reconhecidas por PRR citosodlicos da
familia dos receptores NLR, fazendo com que um complexo do inflamassoma seja
formado devido a deteccdo de PAMPs bacterianos. Os inflamassomas induzem
respostas imunes inatas contra uma ampla variedade de agentes patogénicos
(OSAWA et al., 2011). Eles recrutam e ativam caspases, estas vao atuar ativando e
secretando citocinas pro-inflamatorias (DORHOI, 2012).

Em casos de evasdo das micobactérias do sistema imune inato, cerca de trés
semanas apos a infeccdo, desenvolve-se a resposta imune adaptativa. Os bacilos
sao internalizados por células apresentadoras de antigenos (APC), como as células
dendriticas, e ocorre 0 processamento das proteinas em peptideos antigénicos
micobacterianos.

Posteriormente, as APCs migram para os linfonodos, onde interagem com 0s
linfécitos T helper naive, mais especificamente, as APCs apresentam os peptideos
antigénicos da micobactéria para o receptor de célula T (TCR) através de moléculas

MHC (complexo principal de histocompatibilidade) de classe Il (BOOM et al., 2003).
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Também ocorre a interacdo de moléculas coestimuladoras, como moléculas B7.1
(CD80) e B7.2 (CD86) presentes na APC se ligando a molécula CD28 presente na
superficie do linfécito T. Estes séo o primeiro e segundo sinal de ativacao do linfécito
T, respectivamente, seguido da expanséao clonal e diferenciacéo celular de acordo
com o microambiente de citocinas (BEHAR et. al., 2014).

Citocinas como o interferon-gama (IFN-y) ativa os macréfagos, aumentando
capacidade de destruicdo das micobactérias por essas células. Essa reacdo do
organismo visa a contencdo desses agentes em tubérculos, pequenos granulomas
(MIMS et al., 1995). Granulomas sdo massas de tecido cronicamente inflamadas,
circundados por macréfagos, neutrdéfilos, células dendriticas, linfocitos e fibroblastos.
Forma-se uma massa de tecido fibroso, com uma porcdo central, chamada de
tubérculo de Ghon, constituida de tecido necroético caseoso (CHEEVER; HINKLE,
2016).

Ao tentarem destruir os bacilos, sem sucesso, podem causar danos
consideraveis ao tecido pulmonar, pela liberacdo de enzimas lisossomais e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a). Por outro lado, os bacilos contidos podem sobreviver e
multiplicar-se no interior de macr6fagos, com isso novos fagocitos migram para a
area e liquefazem o tubérculo. Dessa forma, os bacilos podem escapar mais
facilmente, sendo expelidos ou disseminando para outras partes do organismo.
Cardona (2017) aponta essa discussdao em relacdo a dinamica do granuloma.
Alguns pesquisadores o0 consideram protetor, pois controla a replicacdo e
disseminacdo da micobactéria. Porém outros pesquisadores 0 consideram
responsavel pela reinfeccdo pulmonar.

Esses sdo apenas alguns mecanismos do sistema imune frente ao bacilo da
TB, este ainda pode apresentar outros mecanismos de evasdo do sistema imune,
como induzir macréfagos a produzirem citocinas inibitérias, como IL-10, inibindo
assim a funcao do linfécito T (FLYNN, CHAN, 2003).

A capacidade do bacilo da TB se adaptar e desencadear mudancas na
resposta imune do hospedeiro, somado a variabilidade genética e ao estado
imunolégico dos individuos, dificulta o controle da infeccdo. Alguns grupos
populacionais tendem a ser mais suscetiveis ou resistentes a uma determinada
doenca. Os estudos com polimorfismos podem auxiliar na compreensao desse fato
(STUCKI; GAGNEUX, 2013).
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2.4 Polimorfismos

Os polimorfismos sdo constituidos de variacbes na sequéncia de DNA, ou seja,
geram modificagBes na estrutura original da cadeia. O polimorfismo de base Unica
(SNP) ocorre quando h& substituicdo ou troca de um Unico nucleotideo, originados a
partir de um erro da DNA polimerase, durante a duplicacdo do DNA na meiose. Esta
variacdo genética é a mais frequente no genoma, sendo encontrado em mais de 1%
da populacéo (KIM; MISRA, 2007).

O projeto genoma humano estimou a existéncia de aproximadamente 11
milhdes de SNP. Variacdes genéticas do alelo menor (MAF), com frequéncia acima
de 1%, sdo consideradas comuns em uma populacdo, abaixo deste indice sao
considerados mutagcfes pontuais raras (FRAZER et al.,, 2009). Atualmente, se
discute muito quanto a importadncia destas variagbes na evolugcdo humana, na
sensibilidade a drogas e, sobretudo na predisposicao a doencas (CALABRESE et
al., 2009; FRAZER et al., 2009).

Alguns SNP estao sendo apontados como causadores de certas caracteristicas
fenotipicas, entre elas estdo o maior risco de desenvolvimento de algumas
patologias, como diabetes (BAN et al. 2010) e doengas autoimunes (SIROTA et al.,
2009). E também ha polimorfismos associados a fatores como a resposta negativa a
tratamentos com drogas ou terapias (MCKINNEY et al., 2009). Ha estimativa que
dos resultados dos SNP associados as patologias, 80% causam a doenca pela
desestabilizacdo da proteina, 10% sdo nocivos porque afetam a estrutura
guaternaria da proteina e 10% afetam outros mecanismos como a interacdo entre as
proteinas (FERRER-COSTA et al., 2002).

E possivel que SNP na regido dos introns pode regular a maior ou menor
expressao génica (NEININGER, MARSCHALL, HELMS, 2019). Dados sugerem que
a variagdo estrutural intrdnica dos genes que codificam proteinas faz uma importante
contribuicdo para a variabilidade da expressdo e do processamento de genes em
populacdes humanas. Como as mutacdes nos introns nédo afetam as sequéncias de
proteinas, elas geralmente séo ignoradas ao procurar variacdes gendmicas normais
ou patogénicas. No entanto, os introns compreendem cerca de metade do genoma
humano néo codificante e podem ter importantes papéis reguladores (RIGAU et al.,

2019). E sabido que os introns contribuem para o controle da express&o génica pela
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inclusdo de regides reguladoras e genes de RNA funcionais ndo codificadores ou
diretamente pelo seu comprimento (ROSE, 2008; JO; CHOI, 2015).

Quando o polimorfismo cria novos alelos tem-se uma variabilidade genética
gue pode ocasionar caracteristicas desejaveis ou indesejaveis em uma determinada
populagdo. Estudos realizados com SNP tem o objetivo de verificar se existe uma
possivel associacdo entre os polimorfismos e o desenvolvimento de doencas, como
a TB, ja que as alteracdes presentes na sequéncia do DNA podem influenciar na
suscetibilidade ou na resisténcia a infeccdo (PONTILLO et al., 2012). Sendo assim,
0os SNP podem atuar como biomarcadores de risco para doencas (SHEN et al.,
2015).

2.5 Receptores P2X7

Uma das principais linhas de defesa contra a TB sdo os macrofagos, os
quais expressam receptores em sua superficie com fungbes de reconhecimento de
antigenos e efetivacdo da resposta imune (MILLER et al.,, 2011). Os receptores
purinérgicos sao classificados em P1, que reconhecem adenosina, e P2, que possui
a capacidade de se ligar a adenosina trifosfato (ATP) extracelular. P2 é subdivido em
P2X (sete subtipos de receptores) e P2Y (oito subtipos de receptores) (ZHENG et
al., 2017). A subfamilia mais encontrada nos macrofagos € a do receptor ionotropico
transmembrana P2X7 que age regulando a resposta inflamatéria contra micro-
organismos invasores e pode resultar na morte celular (MILLER et al., 2011).

O receptor P2X7 foi originalmente descrito em células de origem
hematopoiética, tais como macrofagos, células da micrdglia e certos linfocitos, e
medeiam, o influxo de calcio, bem como a liberagéo de citocinas pré-inflamatorias. O
receptor P2X7 é o principal responsavel pela morte de macrofagos e outras células
do sistema imune, pois envolve a morte por necrose e por apoptose (ADINOLFI et
al., 2005; COSTA-JUNIOR et al., 2009).

Durante a resposta imune inata, por uma condicdo de estresse ou por um
processo infeccioso, as células que sofreram danos durante essa resposta
inflamatoria poderdo induzir a liberacdo de ATP. O receptor P2X7 é um canal
catibnico que se abre em resposta a essa ligacdo do ATP, permitindo a entrada e

saida de fons nas células, mais especificamente a entrada de ions Na* e Ca?* e a

30



saida de K* que causa a despolarizacdo da membrana celular, resultando na
ativacdo de vias de sinalizacdo diversas (SLUYTER, 2017). Além de abrir canais
catibnicos na célula, ele é capaz de dilatar poros na membrana plasmatica em
resposta a altas concentragfes de agonista ou exposi¢cao prolongada, o que torna a
célula permeavel a moléculas de peso molecular de até 900 Da (Figura 3) (NORTH,
2002; DONNELLY-ROBERTS e JARVIS 2007).

Receptor P2X7 o

Poros inespecificos de

permeabilizag¢io

[
1 \

' Permecabilidade
! NMDG+ v

|4 X

‘ Parmeabilizagiio celular )

- Ativacdo de inflamassoma/caspase-1

- Liberac8o de interfeucins 18

- Liberac3c de ATP e peptideos cardioprotetores
« Morte celular

Figura 3: Atuagcdo do receptor P2X7. ATP se liga ao receptor P2X7 acarretando no
alargamento do mesmo, fazendo com que este seja permissivo a entrada de moléculas
catidbnicas de grande porte. Esta ligacdo também leva a abertura de poros na membrana,
consequentemente gera ativacdo de inflamassoma, liberacdo de IL-1B, ATP e peptideos
cardioprotetores, bem como levam a morte celular.

Fonte: Adaptado de BAROJA-MAZO, BARBERA-CREMADES, PELEGRIN (2012)

O receptor P2X7 ativado pode desencadear a ativacdo do fator de
transcricdo NF-kB levando a produgdo de citocinas e quimiocinas. Também pode
exercer sinal para ativacdo dos inflamassomas, como o NLRP3, e na sequéncia
permitir a ativacdo da caspase - 1 e subsequente clivagem das formas imaturas pré-
IL-1B e pré-IL-18 nas citocinas IL-1B e IL-18 ativadas que serdo secretadas pelas

células (SAVIO et al., 2018). A molécula de ATP extracelular atuando como sinal de
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perigo, ativa a via do inflamassoma (Figura 4). Portanto, direcionar a sinalizagao

ATP - P2X7 pode ser uma estratégia potencial.

IL-1g <5
IL-18 <>

Cytokine Secretion

Pyroptotic
Cell Death

Mitochondrial
K*efflux

NLRP3
Inflammasome

? Caspase-] T

Figura 4: Via do receptor P2X7. A ativacdo da via do receptor P2X7 com ATP extracelular
resulta na troca de potassio e calcio através da membrana plasmatica, predominantemente
regulada pelo efluxo de potéssio do citosol para o espaco extracelular. O influxo de calcio e
o efluxo de potassio causam uma sobrecarga mitocondrial resultando em desestabilizacdo
mitocondrial e geragdo de mROS, que ativa o inflamassoma NLRP3 através de um
mecanismo desconhecido.

Fonte: Yaron et al. (2015)

Como ja descrito anteriormente, a estimulacdo de células através do
receptor P2X7 causa uma abertura de canais catibnicos que estdo envolvidos na
inducéo de apoptose e na liberacdo de IL-18 (VERHOEF et al., 2003). A ativacao
continua do receptor P2X7 induz a formacdo de poros ha membrana permeaveis a
solutos hidrofilicos e a apoptose. Ja foi bem caracterizado que a inducdo de
apoptose, através da ativagdo do receptor P2X7 em macréfagos infectados com M.
tuberculosis, também resulta na morte da micobactéria (CANADAY et al., 2002;
SHEMON et al. 2006). O receptor P2X7 € uma molécula chave na eliminagdo de
MTB em macrofagos pela apoptose de macréfagos induzida por ATP (PLACIDO,
2006; MILLER, 2011).

Evidéncias crescentes propdem que os fatores genéticos do hospedeiro
estdo implicados na suscetibilidade a tuberculose (NADERI, HASHEMI, ANSARI,

2017; QIU et al., 2018). Variantes genética que levam a perda de funcdo do receptor

32



P2X7 foram associadas a aumento do risco de desenvolver TB ativa (FERNANDO et
al., 2005; SHEMON et al., 2006).

O gene P2RX7 desempenha papel importante na codificacdo do receptor
P2X7 na superficie dos macrofagos. Polimorfismos nesse gene podem levar a perda
ou ao ganho de funcao do receptor (MILLER, 2011). O
polimorfismo P2RX7 rs3751143 responsavel por uma perda de fungdo, demonstrou
gue afeta a sensibilidade do P2RX7 ao ATP e pode contribuir para 0 aumento da
suscetibilidade a infeccao por M. tuberculosis em humanos (BEN-SELMA et al.,
2011; CHAUDHARY et al., 2018; WESSELIUS et al., 2012).

Um estudo feito por SOUZA DE LIMA e colaboradores (2016) com pacientes
de tuberculose pulmonar na populacdo do Amazonas, relacionou o SNP rs2230911
a perda de funcdo do receptor P2X7. Enquanto que VARAHRAM e colaboradores
(2014) estudaram esse gene na populagdo Iraniana e ndo foi demonstrada
associacdo com a TB. Tendo em vista as discordancias em estudos, mais pesquisas
imunogenéticas precisam ser realizadas para poderem contribuir para o melhor

entendimento da doencga.

2.6 Inflamassomas e a Gasdermina D

Os inflamassomas sdo um complexo multiproteico de sinalizacao intracelular
do sistema imune inato, que desempenha funcdes criticas na defesa do hospedeiro
contra patdégenos microbianos. Quando ativados sdo responsaveis por recrutar
caspases que possuem papel importante no processamento de citocinas pré-
inflamatérias e em um tipo de morte celular, denominada piroptose (MARTINON et
al., 2009; LAMKANFI; DIXIT, 2012).

Os receptores promovem a montagem do inflamassoma apos interagcdo direta
ou indireta com o ligante, ap6s modificacdes citosdlicas causadas pelo patégeno
e/ou dano, como para 0 NLRP3 (LAMKANFI; DIXIT, 2014). O inflamassoma NLRP3
€ 0 mais bem caracterizado e estudado até o momento (JO et al., 2016), seus
mecanismos principais de ativacdo compreendem: o efluxo de K* induzido por
concentracdes extracelulares de ATP (consequente a dano e morte celular) mediado
pelo canal P2X7 (MUNOZ- PLANILLO et al.,, 2013); a liberagdo no citosol de

catepsinas e outro conteudo lisossomal apos ruptura dessas organelas (HORNUNG
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et al., 2008); a liberac&o no citosol de espécies reativas de oxigénio (ROS) e outras
moléculas derivadas de danos as mitocéndrias (IYER et al., 2013; NAKAHIRA et al.,
2011; SHIMADA et al., 2012); Os patégenos podem ativar o NLRP3 através de uma
ou mais dessas vias (MUNOZ-PLANILLO et al., 2013) (Figura 5).

) )

3

- . -~
v | NLRc4 |[ NLRP3 |[am2] .

V  NFKB  wresresseess IL-18

v > Asc| B s %

OO ™
., IRFs

‘0
0
‘e
0

pro-IL-18 |

*e
.
0
e
0

Figura 5: Mecanismos de ativacdo do inflamassoma. O bacilo da TB (Mtb) e o LPS sé&o
reconhecidos pelo PRR e induzem a expressédo dos componentes do inflamassoma através
da via NF-kB e do IFN-I. O bacilo fagocitado pode escapar para o citosol danificando o
fagolisossomo e levando a liberacdo da catepsina-B lisossémica (CTSB). O CTSB ativa o
inflamassoma NLRP3 e a consequente producdo de IL-1 e IL-18. Possivelmente outros
mecanismos (?7?), independente de NLRP3, estdo envolvidos na ativacdo do inflamassoma.
O aumento do ATP extracelular ativa o receptor purinérgico P2X7, permitindo o efluxo de K
+, que ativa o NLRP3.

Uma vez ativados, dar-se inicio a oligomerizacdo e montagem do
inflamassoma. A montagem ocorre através da associacdo entre NLR (NOD-Like
Receptor) e a proteina adaptadora ASC que recruta pro-caspase-1, essa ira ativar
caspase-1. (VLADIMER et al., 2013). A caspase-1 é a mais bem caracterizada e
cliva precursores de citocinas, como pré-IL-1B e pro-IL-18 em suas formas
maturadas IL-1B e IL-18, elas sdo potentes citocinas inflamatérias que séo liberadas
no meio extracelular (NADIRI et al., 2006).
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A caspase-1 possui propriedades inflamatérias e € crucial para a piroptose
candnica, mediada por inflamassoma e para a maturacao de citocinas (LAMKANFI;
DIXIT, 2012). A caspase-11 (também conhecida como caspase-4 ou -5 em
humanos), outra caspase inflamatéria, € o componente central do inflamassoma
nao-candnico. Ela atua diretamente como um receptor do lipopolissacarideo
bacteriano citosolico (LPS) e pode desencadear a piroptose, mas seu efeito na
maturacao da IL-1p e IL-18 é indireto, porque esse processo requer a ativacdo da
caspase-1 dependente de NLRP3 (KAYAGAKI et al., 2011).

A piroptose € um tipo de morte celular programada que apresenta formacéo de
poros na membrana plasmatica, edema celular e ruptura da membrana plasmatica.
A IL-1B e a IL-18 afetam as células e componentes das imunidades inata e
adaptativa, por meio de uma infinidade de mecanismos que contribuem para as
respostas do hospedeiro contra patdégenos infectados (NETEA et al., 2010). Embora
a piroptose tenha mecanismos desconhecidos, demonstrou-se que ela restringe a
replicacao in vivo e a dispersdo de micrébios (MIAO, 2010). O efeito pro-inflamatério
da IL-1B, IL-18 e da piroptose pode contribuir para o desenvolvimento de doencas
autoimunes e inflamatérias (LAMKANFI, 2014).

Na via ndo canbnica do inflamassoma, o LPS liberado no citoplasma pelas
bactérias gram-negativas se liga as caspases 4 e 5 em humanos e a caspase 11
em camundongos. Estas caspases clivam a Gasdermina D de 53 kDa em um
fragmento N-terminal de 31 kDa e um C-terminal de 22 kDa. O fragmento N-
terminal inicia a piroptose da célula e ativa o inflamassoma NLRP3, para conduzir
a maturacdo dependente de caspase 1 da citocina proé-inflamatéria IL-1B. A IL-18
€ liberada da célula quando ocorre a ruptura da membrana (MAN; NLR, 2015).

Na via candnica do inflamassoma, a ativacdo dos receptores NLRPS3,
NLRC4, AIM2 ou Pyrin desencadeia o recrutamento da proteina adaptadora ASC
e da caspase 1 para a mesma plataforma de inflamassoma. Neste caso, a
caspase 1 cliva tanto a Gasdermina D como a pré-IL-1B para iniciar a piroptose e
a maturacao da IL-1[3, respectivamente (Figura 6) (MAN; KANNEGANTI, 2015).
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Figura 6: O papel da Gasdermina D na piroptose induzida por inflamassomas candnicos e

nao canodnicos.
Fonte: MAN; KANNEGANT]I, 2015.

Gasderminas (GSDMs) pertencem a uma superfamilia de proteinas que é
encontrada apenas em vertebrados e consiste em GSDMA, GSDMB, GSDMC,
GSDMD, GSDME (também conhecido como DFNA5) e DFNB59 em humanos
(FENG S, FOX D, MAN SM, 2018). Exceto para DFNB59, todos os membros da
superfamilia GSDM contém uma estrutura conservada de dois dominios: dominios
N-terminal e C-terminal e compartiiham um mecanismo autoinibitério (KOVACS E
MIAO, 2017). Quando o dominio N-terminal desses GSDMs ¢é liberado, ele possui
atividade formadora de poros que causa morte inflamatéria associada a perda de
integridade da membrana celular e liberagdo de mediadores inflamatoérios. Também
foi descoberto que mutagcbes espontaneas que ocorrem nos genes de GSDMs tém
sido associadas ao desenvolvimento de certas doengas autoimunes, bem como
canceres (ZHENG et al., 2020).
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A Gasdermina D (GSDMD) é um componente proteico crucial dos
inflamassomas, presente em NLRP3. Mais recentemente, a GSDMD foi identificada
como o executor chave da morte celular inflamatéria conhecida como piroptose, que
€ desencadeada por vias de inflamassoma imune inata (KAYAGAKI, 2015). O
fragmento N-terminal da GSDMD, gerado pela acdo de clivagem da caspase-1, tem
a funcdo de executar a piroptose e promover a secrecao de IL-13 maturada, gerada
pela proteodlise pela caspase-1 madura (HE et al., 2015).

Outros estudos descobriram que GSDMD N-terminal se liga a fosfolipidios que
estao localizados no folheto interno da membrana plasmatica e é entédo translocado
para a membrana celular onde se transforma, se inserindo na membrana e formando
poros na membrana celular (SBORGI et al., 2016; MULVIHILL, 2018). A formacéao
de poros é uma caracteristica da piroptose. Embora continue a ser testado
experimentalmente, a GSDMD pode promover a secrecdao de IL-1p através da
mesma acao molecular que induz a piroptose. Enquanto isso, o inflamassoma
NLRP3 poderia ativar uma via de apoptose quando a via piroptética € bloqueada
(ELE et al., 2015; ZHAO; SHI; SHAO, 2018).

Estudos realizados por ELE e colaboradores (2015) demonstraram que a
GSDMD foi recrutada para inflamassomas NLRP3 com cinética semelhante a
caspase-1. A GSDMD foi clivada pela pré-caspase-1 e mais provavelmente também
pela caspase-1 em inflamassomas, e a clivagem proteolitica da GSDMD liberou seu
fragmento N-terminal necessario para mediar a piroptose e a secrecéo de IL-13, mas
sem atuacdo no processamento da citocina. A delecdo do gene da GSDMD
demonstrou que ela é necessaria para piroptose e para a secrecdo, mas nao para a
maturacao proteolitica de IL-1B em ambas as respostas de inflamassomas candnico
e nao candnico. Outros dois estudos em 2015 demonstraram que GSDMD é
essencial para iniciar a piroptose (SHI, 2015; KAYAGAKI et al, 2015) e também
sugerem que o desencadeamento da producdo de IL-1B por LPS citosélico &
dependente de GSDMD (KAYAGAKI et al., 2015).

A GSDMD-N é capaz de matar micro-organismos livres de células e
intracelulares e pode ser considerada um novo agente antibacteriano. No entanto,
ainda ndo se sabe se a GSDMD-N é capaz de permeabilizar a membrana dos
fagossomas e eliminar as bactérias escondidas dentro dessas organelas. Até agora,

ndo ha evidéncias de tal funcdo. E provavel que a inibicio do crescimento
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bacteriano seja mediada por outros componentes da caspase (GAIDT; HORNUNG,
2016).

Descobriu-se que as proteinas formadoras de poros relacionadas a morte
celular demonstram um alto grau de variagdo na populacdo (LEK et al., 2016).
Especificamente, alguns desses SNPs interrompem os locais de fosforilagdo e
ubiquitinacdo putativos ou sdo encontrados em locais que sdo estruturalmente
importantes para a funcéo piroptotica. Foi demonstrado que a diversidade genética
em GSDMD altera a funcdo bioquimica para criar variacao fenotipica na funcéo
piroptética, resultando em respostas de morte celular inflamatéria diferencial
(KAYAGAKI et al., 2015; SHI et al., 2015).

Diante da importancia dos componentes do inflamassoma para a resposta
imune frente a infeccdo por M. tuberculosis, mutacdes nos genes que codificam para
tais receptores e suas vias de sinalizagdo, podem resultar em uma inadequada ou
excessiva resposta inflamatéria, elevando o risco a TB assim como em sua
imunopatogénese resultante (CASANOVA et al., 2011; ZHANG et al., 2013). E
importante realizar estudos envolvendo polimorfismos em diferentes regibes de
genes para analisar se este pode estar associado a susceptibilidade ou protecédo ao
desenvolvimento da TB, isso inclui estudos imunogenéticos ao gene da Gasdermina

D, que pode elucidar mecanismos envolvidos na resposta imune a essa doenca.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar se os polimorfismos de base Unica (SNP) em genes de Gasdermina D
(GSDMD) e receptores P2X7 (P2RX7) estdo associados a tuberculose (TB)

pulmonar.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar as frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos em genes
da GSDMD e do P2RX7 em paciente com TB pulmonar e grupo controle;

e Analisar a possivel relacdo dos polimorfismos em genes da Gasdermina D e/ou
P2RX7, como marcadores demograficos e imunogenéticos, quanto ao risco ou
protecao para desenvolvimento de TB,;

e Verificar se os polimorfismos dos genes da GSDMD e P2RX7 estdo

relacionados as concentragdes da IL-13 no plasma sanguineo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de estudo

Estudo prospectivo observacional para avaliar os polimorfismos de base Unica
(SNP) nos genes da Gasdermina D e P2RX7 e sua relagdo em pacientes com

tuberculose (TB) pulmonar e controles saudaveis.

4.2 Aspectos éticos

O projeto é vinculado a um projeto maior intitulado “Avaliagdo de polimorfismos
genéticos relacionados a resposta imunoldgica na tuberculose”, aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas (via
Plataforma-Brasil/CEP-UFAM), sob responsabilidade da professora Aya Sadahiro,
aprovado em 25 de agosto de 2019, CAAE: 19021519.9.0000.5020, Numero do
Parecer: 3.530.854 (Anexo 1).

4.3 Populagao de estudo

Constituida por individuos da regido Norte, principalmente do estado do
Amazonas, selecionados na Policlinica de Referéncia em Pneumologia Sanitaria

Cardoso Fontes, com idade entre 18 e 60 anos e de ambos 0s sexos.

4.4 Local de coleta de amostra bioldgica

Os pacientes foram recrutados na Policlinica Cardoso Fontes, localizada no
municipio de Manaus, onde esta sendo realizada a coleta das amostras biolégicas
necessarias para a pesquisa apos a aceitacdo dos participantes do projeto e apos

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

4.5 Célculo da amostra
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A definicdo do tamanho da amostra foi calculada de acordo com o numero de
casos de TB atendidos pela Policlinica Cardoso Fontes. Em 2018, a policlinica
diagnosticou 311 novos casos de TB pulmonar. As amostras biologicas necessarias
para esse projeto foram estimadas usando o programa Gpower versao 3.1,
utilizando a = 0,05 (5%) e B = 0,1 (10%), poder da amostra de 0,95. O tamanho

amostral foi de 190 individuos com TB e 190 controles.

4.6 Critério de inclusdo e exclusao

4.6.1. Critérios de Inclusao:

Grupos que participaram do presente estudo:

e Pacientes com TB pulmonar: pessoas sintomaticas ou assintoméaticas, que
apresentaram resultados positivos pelo GeneXpert (Teste Rapido Molecular -
TRM) para Mycobacterium tuberculosis, ou que tiveram baciloscopias de escarro
positivas e/ou cultivo positivo do escarro com isolamento de M. tuberculosis, ou
pacientes com exames de imagem pulmonar compativeis, com sinais e sintomas
da TB.

e Controles: sdo os individuos que mantém contato com 0s pacientes com TB,
pessoas saudaveis e que convivem com esses pacientes (acompanhantes dos

pacientes ou profissionais de saude).

4.6.2. Critérios de Exclusao:

Foram excluidos do estudo as gestantes, individuos transplantados, individuos
HIV positivos, individuos com neoplasias, diabetes, doengas autoimunes ou ainda,
individuos fazendo uso de algum imunorregulador.

Além disso, foram excluidos os pacientes que tiveram resultados positivos na
cultura para micobactérias ndo pertencentes ao complexo M. tuberculosis.

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

foram realocados para o grupo de pacientes.
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4.7 Exames micobacterioldgicos

As amostras biolégicas dos pacientes e controles utilizadas nesse projeto
foram escarro e sangue total. As amostras de escarro coletadas foram registradas
no Laboratério de Micobacteriologia do INPA e foram submetidas a exames de
microscopia e cultivo. Foi utilizada a técnica de baciloscopia direta (BRASIL, 2008) e
poés-concentracdo (SALEM et al. 1990) juntamente com a coloracdo da lamina pela
técnica de Kinyoun para a microscopia do escarro, visualizada em objetiva com
aumento de 1000x. O cultivo foi pelo método PKO (Petrof/Kudoh/Ogawa) (SALEM et
al., 2007) e por ultimo a identificacdo de M. tuberculosis foi feita por PCR, utilizando
0s primers para o elemento de insercdo 1S6110, de acordo com Hermans et al.
(1990) e atualizado por Van Embden et al. (1993).

4.8 Extragao de DNA

As amostras de sangue foram registradas no laboratério de Imunologia
Molecular (codigo) e a extracdo de DNA dessas amostras coletadas foi realizada
pela técnica descrita por Gustincich et al. (1991), com modificacdes.

ApoOs retirar o sobrenadante formado para a coleta da camada de leucécitos
(buffy coat), o DTAB (detergente catibnico) a 12% lisou as membranas celulares e
nucleares. Adicionou-se o cloroformio que levou a uma desproteinizacdo, fazendo
com que o DNA ficasse em uma fase aquosa. A precipitacdo do DNA foi feita com o
CTAB a 0,5% e foram feitas lavagens para a purificagdo do DNA.

Realizou-se a quantificacdo dessas amostras de DNA em espectrofotdmetro e

foi feito 0 armazenamento a -20 °C, até o momento de sua utilizacao.
4.9 Genotipagem por PCR em tempo real

A identificagéo dos polimorfismos da Gasdermina D e dos receptores P2X7 foi
realizada pela técnica de PCR quantitativa em tempo real em equipamento da
QuantStudio 3 Real-Time PCR, da Applied System. Foi utlizado software de

discriminacdo alélica que gera uma curva de amplificacdo, o que permite a
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identificacdo dos genotipos classificados em: heterozigoto, homozigoto para o alelo
normal e homozigoto para o alelo mutado.

A genotipagem dos individuos para os polimorfismos de base Unica foi
realizada utilizando sondas fluorescentes TagMan com sequéncias especificas para
determinada regido (Quadro 1). Foram feitas reacdes em microplacas com 96 pocos
para cada gene e os devidos reagentes foram adicionados: TagMan Genotyping
Master mix, sondas TagMan especificas para Gasdermina D e P2RX7, DNA e agua
ultrapura, em um volume final de-11 pL, conforme o Quadro 2. As microplacas foram
submetidas a termociclagem com 50 ciclos a temperaturas de 60 a 95°C.

Foi incluido um controle negativo em cada microplaca, com todos os reagentes
acima mencionados, exceto o DNA, para garantir que ndo houve contaminacdo dos

reagentes.

43



Quadro 1: Caracteristicas das sondas utilizadas.

. ) Sequéncia da sonda Regiéo
Gene Polimorfismo | Cromossomo Alelo

[VIC/FAM] SNP
TTTGTGGCTGCAGCATTCC Selvagem: C

rs7834318 8:143555087 | AACGCA[A/C]ACACCACCAG o Intron
AAATCCCCTTCAGCA Polimorfico: A

GSDMD

CAGCCACCCGCGACAGGTG | oo gem: G

rs2290414 8:143561433 | AGAGCC[A/G] AGAGCCCCC L Intron
AGCATGGGGTGTCCGG Polimorfico: A

ACCCTGGGGTGTATTTGAG ]
12:121156253 Selvagem: A Int

rs208290 : CCCACAJA/G]ATATCTACTG e ntron

AGCACCTGCCTCTTT Polimorfico: G
o 1177308 GTGTTCATCGACTTCCTCAT | o\ agem: C .

rs2230911 ; CGACAI[C/G]TTACTCCAGTA o xon

ACTGCTGTCGCTCC Polimorfico: G
CCTGAGAGCCACAGGTGCC )
Selvagem: A ,

rs3751143 12:121184501 | TGGAGG[A/CIGCTGTGCTG L Exon

CCGGAAAAAGCCGGGG Polimorfico: C

Quadro 2: Condicdes para a gPCR usadas para GSDMD e P2RX?7.

Reagentes Concentracao Quantidade para 1 reacéo
Agua ultrapura 1x 4,5 uL
TagMen G:znr:)(()t;/:lng Master Ix 5.0 L
Sonda 20x 0,5x 0,5 uL
DNA 50 ng/uL 1,0 uL
Volume final - 11,0 pL
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4.10 Quantificacao de Citocina

A quantificacdo da citocina IL-1f foi realizada, a partir do plasma sanguineo,
pela a técnica de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) sanduiche. Os
reagentes foram do Kit BioLegend ELISA MAX™ Deluxe Set. O ensaio
imunoenzimatico foi realizado conforme sugerido pelo fabricante do Kit. A leitura da
reacao foi feita no espectrofotometro de placas de 96 wells (BioRad) com filtro de
450 nm. Os resultados do ELISA foram emitidos em densidade 6tica (DO), e

posteriormente convertidos para pg/mL.

4.11 Anéalise dos dados

Foi utilizada a estatistica descritiva para analise dos dados de pacientes e
controles. As analises genéticas de associacdo e compara¢des multiplas foram
realizadas por regressao logistica multipla, empregando o software estatistico “R”,
versdo 3.6.2, juntamente com o pacote "SNPassoc". O programa Haploview
(BARRETT et al., 2005) utilizado para investigar o desequilibrio de ligacdo (LD) e
para derivar os haplétipos.

Para avaliacdo dos resultados da citocina IL-1p versus genoétipos, sera utilizada
a Analise de Variancia (ANOVA) pelo programa GraphPad Prism 7.0. Sera adotado

o limiar significativo de p<0,05 com intervalo de confianga de 95%.

4.12 Orgamento e Fonte de Financiamento
Este projeto tem apoio financeiro do Laboratorio de Imunologia Molecular (LIM)

e do Laboratorio de Micobacteriologia do INPA, com projetos aprovados pela
FAPEAM e CNPq.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Descricdo da populacao recrutada

Foram incluidos no estudo 504 participantes, sendo 245 pacientes de

tuberculose (TB) pulmonar e 259 controles saudaveis, de acordo com o fluxograma

abaixo (Figura 7). 406 amostras foram testadas para identificacdo dos polimorfismos

do gene GSDMD (202 de TB e 204 de controle) e 400 amostras foram testadas para
0 gene P2RX7 (200 de TB e 200 de controle). A extracdo de DNA das amostras

coletadas foi realizada com total sucesso. Os modelos das fichas de cadastro dos

pacientes podem ser encontrados nos apéndices Il (pacientes) e IV (controles) e é

possivel ver quais informacdes foram coletadas dos participantes. Nesse estudo, as

variaveis idade, sexo, naturalidade, tabagismo, alcoolismo e vacinacdo por BCG séo

consideradas.

504 amostras no total

e ~

245 pacientes de TB

pulmonar

259 controles

406 amostras de
GSDMD

400 amostras de

pP2X7

202 TB 204 controles

200 TB

200 controles

Figura 7: Fluxograma do numero total de amostras e depois dividido entre os grupos

génicos da Gasdermina D e os receptores P2X7, respectivamente.
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Foi possivel realizar a genotipagem em 399 amostras testadas para o gene
GSDMD e 396 amostras testadas para o gene P2RX7. Sete amostras nao
amplificaram ou tiveram resultados inconclusivos nos ensaios de qPCR para o gene

GSDMD, 0 mesmo ocorreu com quatro amostras para o gene P2RX?7.

5.2 Caracteristicas gerais da populacédo estudada

As caracteristicas gerais da populacao estudada estdo descritas na Tabela 3.
Observou-se uma distribuicdo de faixa etaria semelhante entre pacientes com TB e
controles. Os pacientes apresentaram média de 38 anos e eram compostos em sua
maioria pelo sexo masculino (60,1%) como ja é evidenciado na literatura (BRASIL,
2016), visto que essa idade reflete o periodo de alta produtividade profissional, logo
as pessoas podem estar mais expostas nos ambientes de trabalho, e em contatos
com individuos infectados e doentes.

Uma revisao realizada por Rodrigues e Mello (2018) concluiu que realmente a
tuberculose afeta mais homens, em idade economicamente ativa e com baixa
escolaridade, e isso possui relagdo com a exclusdo social e a pobreza, podendo
levar ao abandono do tratamento. Esses dados corroboram os apresentados no
presente estudo, porguanto hd um desencadeamento ciclico correspondente ao
conhecimento sobre a patologia, que incide no ndo tratamento ou abandono do
mesmo, que resulta em mais transmissibilidade e incremento na incidéncia da
doenca. A maior prevaléncia de tuberculose (TB) em individuos do sexo masculino
também foi evidenciada em estudos realizados por Figueira et al. (2021) e Santos et
al. (2017), atrelado ao déficit de utilizacao dos servi¢os de saude.

A maioria dos pacientes e controles eram originarios da cidade de Manaus,
51% e 71% respectivamente. E necessario destacar que ha anos a capital apresenta
o maior coeficiente de incidéncia para TB (BRASIL, 2020), sendo assim um local de

risco de exposicao ao agente causador da TB.
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Tabela 3 - Caracteristicas gerais dos pacientes de TB pulmonar e controles

saudaveis.

. Pacientes de TB Controles
(n=245) (n=259)

Idade (Média e Desvio padrao) 38.70 + 14,32 31,34 + 12,14

Sexo:

Masculino 60,1% 43,6%

Feminino 39,9% 56,4%

Naturalidade: (n=244) (n=222)

Manaus 51,6% 70,7%

Outros municipios do Amazonas 32,8% 15,8%

Municipios de outros estados 15,6% 13,5%

As variaveis tabagismo, alcoolismo e vacinacdo por BCG também foram
analisadas (Tabela 4). As duas primeiras foram associadas ao risco de desenvolver
a doenca clinica (p=<0,0001, OR=5,26; p=0,0250, OR=1,72) e esses resultados
corroboram com outras pesquisas. Desde 1918 o tabagismo foi identificado como
um fator de risco para o desenvolvimento da tuberculose (TB) (WEBB, 1918). Uma
revisdo sistematica concluiu que o tabagismo estd fortemente associado a
tuberculose latente, assim como a tuberculose ativa, a recidiva e ao aumento da
mortalidade. Esses efeitos parecem ser independentes de outros fatores de risco de
tuberculose, como o alcoolismo e as condigbes socioecondmicas (WHO e
INTERNATIONAL UNION AGAINST TUBERCULOSIS AND LUNG DISEASES,
2007).

O tabagismo, além de contribuir para o surgimento da tuberculose (TB),
apresenta interferéncia no seu tratamento, com relatos de que fumantes apresentam
maior positividade na baciloscopia do escarro, registram elevada transmissibilidade
e grandes lesBes cavitarias, além de maiores recidivas (CENTIS, 2018;
MATSUMOTO et al., 2012; TRIFUNOVIC et al., 2009; WHANG e SHEN, 2009).
Segundo dados da OMS, mais de 20% da incidéncia global de TB pode ser atribuida
ao tabagismo, que aumenta em duas vezes e meia o risco da doencga (WHO, 2014)

e nove vezes maior risco de mortalidade quando comparados aos nédo fumantes
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(CHI-PANG WEN et al., 2010; INCA, 2019). A fumaca do cigarro promove a redugao
do clearance mucociliar do trato respiratério e reduz a producdo de TNF-a por
macrofagos, aumentando a aderéncia das bactérias e rompendo o epitélio protetor.
Além disso, existem também evidéncias de que o nivel sérico de imunoglobulinas
esteja 10-20% menor nos fumantes quando comparados com os nao fumantes (ZYL
SMIT, 2010; COSIO, 2009).

O uso nocivo do alcool esta classificado entre os cinco principais fatores de
risco para doencas, incluindo a tuberculose (TB), incapacidades e morte (WHO,
2009). Estima-se que aproximadamente 10% de todos os casos de tuberculose sao
atribuiveis ao uso de alcool (REHM, 2009). Feidman (1961) e Raviglione et al.
(2011) relatam que o alcool tem sido associado como uma das causas de deficiéncia
de nutrientes, prejudicando a imunidade do hospedeiro e finalmente aumentando o
risco do individuo de adquirir a tuberculose.

O abuso de alcool influencia ndo apenas a incidéncia de tuberculose, mas
também sua evolucdo clinica e seus desfechos. Os individuos com transtorno do
uso de alcool sdo considerados mais infectaveis que aqueles que nao o tém, pois, o
alcoolismo tem sido associado a descoberta de doenca cavitaria em radiografias de
térax e a positividade da baciloscopia (HERMOSILLA, 2017; FISKE, 2009). Além
disso, tem sido associado a taxas mais altas de abandono de tratamento e recaida
(JAKUBOWIAK, 2007).

Neste estudo, a variavel vacinacao por BCG teve associacdo com efeito
protetor (p=0,0098, OR=0,34). Sabe-se que a vacina BCG é amplamente utilizada
com a finalidade de proteger contra as formas mais graves da TB (MARTIN et al.,
2018), como a meningite tuberculose e TB miliar (disseminada pelo corpo através da
corrente sanguinea), estudos experimentais e observacionais realizados em varios
paises apresentaram protecdo acima de 80% (CAMARGOS, 1988; COSTA, 1991).

JA o efeito protetor da vacina BCG para TB pulmonar foi heterogéneo,
apresentou variacédo entre zero e 80% (ARONSON, 1948; ROMANUS, 2006). Essa
variacdo da protecdo da vacina tem sido atribuida a diversos fatores, como
diferencas na exposicdo a micobactérias ambientais, caracteristicas genéticas da
populagcdo, diferencas na viruléncia do M. tuberculosis, diferencas nas cepas de

BCG, diferengas nutricionais. Aspectos metodolédgicos relacionados aos diferentes
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estudos também foram identificados como fatores contribuintes para esta variacéo
(SPRINGETT, 1984; STARKE, 2004).

Tabela 4: Caracteristicas gerais dos pacientes de TB pulmonar e controles

saudaveis quanto as variaveis: tabagismo, alcoolismo e vacinagdo BCG.

o Pacientes de
Caracteristicas . Controles TB vs. Controles

OR IC95%  Valor-p

Tabagismo: (n=211) (n=205)

Sim 30,8% 7,8% 526 220 <0001
N&o 69,2% 97,2% 9,82
Alcoolismo: (n=183) (n=192)

Sim 33,9% 22,9% 172 1 o050
N&o 66,1% 77,1% 2,69

BCG: (n=224) (n=217)

Sim 88,8% 95,9% 034 > 00008
N&o 11,2% 4,1% 0.75

5.3 Analise dos polimorfismos nos genes GSDMD e P2RX7

A genotipagem foi realizada com base no perfil das curvas de amplificacdo
geradas para os SNPs dos genes GSDMD (rs7834318 e rs2290414) e P2RX7
(rs208290, rs2230911 e rs3751143) nos grupos de pacientes com TB pulmonar e
controles. Foram analisadas 497 amostras, sete foram excluidas da andlise de
polimorfismos pela auséncia de amplificacdo no ensaio da gPCR. Alguns dos
resultados obtidos podem ser visualizados abaixo nas figuras 8, 9, 10, 11 e 12. Os
gréficos de discriminacdo alélica dos SNP dos genes estudados sao apresentados
na figura 13.
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Figura 8: Curva de amplificacdo gerada para o polimorfismo rs7834318 do gene
GSDMD. A — Curvas das amostras testadas (placa total). B - Homozigoto selvagem
(CC). C - Heterozigoto (AC). D- Homozigoto mutado (AA).
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Figura 9: Curva de amplificacdo gerada para o polimorfismo rs2290414 do gene
GSDMD. A — Curvas das amostras testadas (placa total). B - Heterozigoto (AG).

Homozigoto selvagem (GG). C - D- Homozigoto mutado (AA).
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Figura 10: Curva de amplificacdo gerada para o polimorfismo rs208290 do gene

P2RX7. A — Curvas das amostras testadas (placa total). B - Heterozigoto (AG). C -

Homozigoto selvagem (AA). D - Homozigoto mutado (GG).
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Figura 11: Curva de amplificacdo gerada para o polimorfismo rs2230911 do gene

P2RX7. A — Curvas das amostras testadas (placa total). B - Heterozigoto (CG). C -

Homozigoto selvagem (CC). D - Homozigoto mutado (GG).
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Figura 12: Curva de amplificagdo gerada para o polimorfismo rs3751143 do gene
P2RX7. A — Curvas das amostras testadas (placa total). B - Heterozigoto (AC). C -

Homozigoto selvagem (AA). D - Homozigoto mutado (CC).
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Figura 13: Gréfico de discriminacao alélica do polimorfismo nos genes GSDMD (A:
rs7834318, B: rs2290414) e P2RX7 (C: 208290, D: rs2230911, E: rs3751143).
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5.4 Andlise de associagédo para os polimorfismos

Todos os polimorfismos dos genes GSDMD e P2RX7 estavam distribuidos de

acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg nos grupos avaliados (Quadro 3).

Quadro 3: Equilibrio de Hardy-Weinberg dos SNPs nos genes GSDMD e P2RX7

nos grupos controles e pacientes com TB.

EHW
Gene ID SNP Controle Paciente TB
Valor-p Valor-p
rs7834318 0,3165 0,0939
GSDMD

rs2290414 0,5746 0,887
rs208290 0,0882 0,0596
P2RX7 rs223911 0,0949 0,5281
rs3751143 0,0580 0,2227

A partir da genotipagem realizada foram analisadas as distribuicbes dos
diferentes SNPs estudados quanto as frequéncias genotipicas e alélicas na populacao
nos grupos compostos de pacientes com TB pulmonar e controles. Também foi
realizada a andlise de associacdo dos SNPs e posteriormente uma analise em
combinacdo com as variaveis: idade, sexo, tabagismo, alcoolismo e vacinacdo por
BCG (Tabela 5).

Tabela 5: Distribuicao das frequéncias dos gendtipos e alelos dos polimorfismos GSDMD e

P2RX7 em controles saudaveis e pacientes com TB.

TB vs Controles

Genatipos Controles Pacientes TB Valorp OR (@5%1C)
GSDMD (rs7834318) (n=199) (N=200)

AIA 21 (0,11%) 24 (0,12%) R

AIC 78 (0,39%) 74 (0,37%) 0.64760  1.16 (0.62-2.15)
C/C 100 (0,50%) 102 (0,51%)
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Alelos

A 120 (0,30%) 122 (0,31%)

C 278 (0,70%) 278 (0,69%)

GSDMD (rs2290414) (n=203) (n=202)

AlA 61 (0,30%) 55 (0,27%) D

AIG 97 (0,48%) 100 (0,50%) 0.52993  1.15(0.75-1.77)
GIG 45 (0,22%) 47 (0,23%)

Alelos

A 219 (0,54%) 210 (0,52%)

G 187 (0,46%) 194 (0,48%)

P2RX7 (rs208290) (n=198) (n=200)

A/A 12 (0,06%) 18 (0,09%) O

G/A 93 (0,47%) 65 (0,33%) 0.003116 0.54 (0.36-0.82)
GIG 93 (0,47%) 117 (0,58%)

Alelos

A 117 (0,30%) 101 (0,25%)

G 279 (0,70%) 299 (0,75%)

P2RX7 (rs2230911) (n=199) (n=200)

C/C 127 (0,64%) 125 (0,62%) @]

C/IG 59 (0,30%) 64 (0,32%) 0.61096 1.12 (0.73-1.71)
GIG 13 (0,06%) 11 (0,06%)

Alelos

C 313 (0,79%) 314 (0,78%)

G 85 (0,21%) 86 (0,22%)

P2RX7 (rs3751143) (n=199) (n=198)

AlA 127 (0,64%) 122 (0,61%) 0]

AIC 58 (0,29%) 63 (0,32%) 0.56296 1.13 (0.74-1.74)
C/C 14 (0,07%) 13 (0,07%)

Alelos

A 221 (0,78%) 230 (0,80%)

C 61 (0,22%) 58 (0,20%)

Legenda. TB: pacientes com tuberculose. OR: odds ratio e 1C95%: intervalo de confianca de 95%. Foi adotado o
melhor modelo de heranca genética para cada SNP, sendo R: recessivo, D: dominante e O: overdominante.
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5.4.1 Andlise de associagédo para o gene GSDMD

Apesar das frequéncias dos SNP rs7834318 e rs2290414 estarem em
equilibrio de Hardy-Weinberg, ndo foi observada diferenca estatisticamente
significativa entre os gendtipos e os alelos na analise de associagdo para 0 gene
GSDMD. Isso ocorreu em todos os modelos de herangca genética estudados:
dominante, recessivo, codominante e superdominante, conforme pode-se observar
na Tabela 4. Na andlise de associacdo do SNP combinando com as variaveis idade,
sexo, tabagismo, alcoolismo e vacinacdo por BCG também n&o houve valores
estatisticamente significativos (Dados ndo mostrados).

A respeito da distribuicdo alélica do SNP rs7834318, o alelo C foi o mais
frequente, tanto no grupo controle (0,70%), quanto no grupo de pacientes (0,69%).
Quanto a distribuicdo genotipica, os resultados obtidos mostraram uma frequéncia
maior do genoétipo homozigoto C/C para o grupo controle (0,50%) e para 0s
pacientes de TB (0,51%) (Tabela 5).

Em relagéo a distribuicdo alélica do SNP rs2290414, o mais frequente foi o
alelo A para os controles (0,54%) e para os pacientes (0,52%). Quanto a distribuicdo
genotipica, o gendtipo heterozigoto A/G apresentou uma frequéncia maior para o
grupo controle (0,48%) e para o grupo de pacientes (0,50%) (Tabela 5).

Um estudo de Balgir e Rani (2017) utilizou diferentes ferramentas in silico para
auxiliar na selecdo de SNPs funcionais, um SNP de GSDMD (rs62000416) foi
comumente previsto como deletério ou relacionado a doenca por todos os softwares,
como o software I-Mutant 3.0 que previu que todas as mutacdes submetidas afetam
a estabilidade da proteina, o software PROVEAN predisse um SNP de GSDMD
como deletério, SNP & GO previu que efeito do SNP na consulta foi neutro. Esses
polimorfismos podem afetar direta ou indiretamente as interagcdes intra e
intermoleculares entre os aminoacidos que podem levar ao risco de doenca.

Os polimorfismos em locais estruturalmente importantes alteram
drasticamente a funcdo da Gasdermina D, podendo levar a perda da formacéo de
poros piroptéticos, liberacdo de citocinas por meio da perda de oligomerizacéo e, em
alguns casos, a conversao da morte celular piroptética inflamatéria para uma forma

de morte celular apoptética imunologicamente silenciosa. Essas descobertas
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sugerem que a variacdo genética humana pode alterar os mecanismos de morte
celular na inflamacao (RATHKEY et al., 2020).

Esses achados demonstram que os polimorfismos genéticos alteram a fungéo
bioquimica e podem alterar as respostas de morte inflamatoria a jusante da ativagéo
do inflamassoma. Mas como estudos com polimorfismos do gene GSDMD sé&o
extremamente escassos, mais analises sdo necessarias para verificar o efeito
desses SNPs. Mesmo com a ndo observacdo de dados significados para a TB é
importante ressaltar que outras regides de polimorfismos para esse gene devem ser

estudadas para investigagao da doenca.

5.4.2 Andlise de associacdo para o gene P2RX7

Para o SNP rs2230911 e rs3751143 nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os pacientes com TB e controles quanto aos alelos
e genotipos. Nao houve também associagées dos SNP nos quatro modelos de heranca
genética. Os resultados foram os mesmos para a analise de associacdo dos SNP por
idade, sexo, tabagismo, alcoolismo e vacinacdo BCG (Dados ndo mostrados).

Em relacdo a frequéncia alélica do SNP rs2230911, o alelo C foi o mais
predominante nos dois grupos: controles (0,79%) e pacientes (0,78%). A distribuicéo
genotipica apontou o genotipo homozigoto C/C como o mais presente, 0,64% no grupo
de controles e 0,62% no grupo de pacientes (Tabela 5).

Para o SNP rs3751143, a maior frequéncia alélica foi do alelo A, 0,78% para os
controles e 0,80% para os pacientes. O genétipo que predominou foi 0 homozigoto A/A,
tanto para o grupo controles (0,64%), quanto para o grupo pacientes (0,61%) (Tabela
5).

Um trabalho de meta-analise encontrou 2 estudos com 1.853 casos de TB e
1.797 controles para o SNP rs2230911 e 30 estudos com 5247 casos de TB e 7614
controles para o SNP rs3751143. Nenhuma associacao significativa foi encontrada
entre o polimorfismo P2X7 rs2230911 e o risco de TB, enquanto que a variante
rs3751143 aumentou significativamente o risco de TB pulmonar nos modelos
genéticos codominante (p = 0,0006, OR = 1,44), dominante (p = 0,0002, OR = 1,50)

e recessivo (p = 0,001, OR = 1,61) (TAHERI et al., 2019).
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P2RX7 é polimorfico e varios estudos investigaram o0 impacto
dos polimorfismos P2RX7 na predisposicdo para TB (AMARI et al.,, 2018; BEN-
SELMA et al., 2011, CHAUDHARY et al., 2018; DE e KUNDU, 2017; OZDEMIR et
al., 2014; SOUZA DE LIMA, OGUSKU, SADAHIRO, PONTILLO, 2016; TAYPE et al.,
2010; WU et al., 2015; ZHENG et al., 2017), mas esses estudos ndo chegaram a
uma conclusdo consistente. GE et al. (2016) descobriram que essa variante
aumentava significativamente o risco de TB. ALSHAMMARI et al. (2016) néo
mostraram associacao significativa entre o polimorfismo rs3751143 e o risco de TB.

Ficou evidente a heterogeneidade entre os estudos. Essa heterogeneidade
pode surgir parcialmente nas diferencas de etnias e também devido os tamanhos
das amostras para os polimorfismos. Um estudo realizado na populacdo da regido
amazonica por Souza de Lima et al. (2016) apontou que no polimorfismo do gene
P2RX7 (rs2230911), o gendtipo G/G foi significantemente mais frequente no grupo
dos pacientes, sugerindo que a presenca desta variante aumenta O risco ao
desenvolvimento TB pulmonar.

Para o SNP rs208290, foi observada uma maior frequéncia alélica no alelo G
(controles: 0,70%, pacientes: 0,75%) e o genoétipo homozigoto G/G foi o que
predominou para 0s pacientes, mas para o grupo controle o gendétipo G/A e G/G
tiveram a mesma predominéncia de 0,47% (Tabela 5).

Foi demonstrada uma associacdo do SNP rs208290 do gene P2RX7 a
protecdo para TB, nos modelos de heranca genética codominante (p=0,0115;
OR=0,56), dominante (p=0,0211; OR=0,63) (Tabela 6) e superdominante (p=0,0031,
OR=0,54) (Tabela 5 e 6). Esses resultados sugerem uma prote¢cdo do genaétipo
heterozigoto G/A deste SNP contra o desenvolvimento da TB pulmonar.

Um estudo em uma populacéo tibetana chinesa mostrou que o alelo A de
rs208290 no gene P2RX7 foi associado a um risco aumentado de TB pulmonar
(XIKAI, 2016). Enquanto que um estudo realizado na populacdo amazonense
apresentou resultados nao significativos estatisticamente no que diz respeito a
associacao entre esse SNP e a tuberculose (RIBEIRO, SADAHIRO et al., 2018).
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Tabela 6: Resultado da analise de associagdo do SNP rs208290 do gene P2RX7

mostrando todos os modelos de heranca genética.

Codominante Controle TB OR Valor-p  AIC
G/IG 93(0.47) 117 (0.59) 1.00
G/A 93 (0.47) 65 (0.32) 0.56 (0.37 - 0.84) 0.0115 548.8
A/A 12 (0.06) 18 (0.09) 1.19 (0.55 - 2.60)
Dominante
G/IG 93(0.47) 117 (0.59) 1.00

0.0211 550.4
G/A — AJIA 105 (0.53) 83(0.41) 0.63 (0.42 - 0.93)
Recessivo
GIG - G/A 186 (0.94) 182 (0.91) 1.00

0.2652 554.5
A/A 12 (0.06) 18 (0.09) 1.53 (0.72 - 3.27)
Superdominante
GIG — A/IA 105 (0.53) 135 (0.67) 1.00

0.0031 547.0
G/A 93 (0.47) 65 (0.33) 0.54 (0.36 - 0.82)

Na Tabela 7 é possivel observar resultados de associacdo do SNP rs208290
com as variaveis sexo e idade. O genotipo heterozigoto G/A continuou apresentando
valores significativos com efeito protetor contra a TB. Esse SNP também apontou
resultados estatisticamente significativos para associagdo com tabagismo e
alcoolismo nos modelos genéticos codominante (p=0.01277), dominante
(p=0.03044) e superdominante (p=0.00378) (Dados ndo mostrados).
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Tabela 7: Resultado da andlise de associacdo do SNP rs208290 no gene

P2RX7 nos grupos controle e pacientes com TB com o fator de correcdo sexo e

idade.
Codominante | Controle TB OR Valor-p | AIC
GIG 77 (0.46) 117 (0.59) 1.00
G/A 79 (0.48) 64 (0.32) 0.58 (0.37-0.91) 0.04855 479.8
A/A 10 (0.06) 18 (0.09) 1.01 (0.43-2.39)
Dominante
GIG 77 (0.46) 117 (0.59) 1.00
0.03563 479.4
G/A - A/IA 89 (0.54) 82 (0.41) 0.63 (0.41-0.97)
Recessivo
G/IG - G/A 156 (0.94) 181 (0.91) 1.00
0.56467 483.5
A/A 10 (0.06) 18 (0.09) 1.28 (0.55-2.95)
Superdominante
G/IG - A/A 87 (0.52) 135 (0.68) 1.00
0.01391 477.8
G/A 79 (0.48) 64 (0.32) 0.58 (0.37-0.89)
5.5 Frequéncia do alelo menor
De acordo com dados registrados no “‘Ensembl”

(http://www.ensembl.org/index.html), o alelo menor do polimorfismo no gene GSDMD

rs7834318 é o alelo A com uma frequéncia global de 0,35%. O “Ensembl” é utilizado
para analisar genomas de vertebrados e oferece suporte a pesquisa em genémica
comparativa, evolucédo, variagdo de sequéncia e regulagéo da transcri¢ao.

A frequéncia do alelo menor (MAF) para o rs7834318 no grupo controle e de
pacientes foi de 0,30% e 0,31% (Alelo A) (Tabela 8). A MAF do presente estudo
para 0 gene GSDMD é semelhante da populacdo europeia (0,30%). A menor
frequéncia registrada do alelo menor foi na populacdo africana (0,22%) e a maior foi
da populacdo do Leste da Asia (0,59%) (Ensembl Genomes, 2021).

De acordo com os dados registrados na NCBI (HapMap ou 1000Genomes),
globalmente os alelos A e G, do gene GSDMD rs2290414, apresentam uma

distribuicdo equitativa, ou seja, frequéncia global de 50% cada. No presente estudo,
63


http://www.ensembl.org/index.html

o alelo G é o alelo menor com uma frequéncia de 0,46%, similar a frequéncia da
populacdo do Leste da Asia (0,46%). Ha variacdes nas frequéncias dos alelos de
acordo com a populacédo investigada. O alelo G também apresenta uma menor
frequéncia nas populacdes americana (0,45%) e do Sul da Asia (0,41%). Nas
populacdes europeia e africana o alelo menor é o A com uma frequéncia de 0,43%.

A MAF encontrada para o gene P2RX7 rs208290 (Alelo A) foi semelhante a
populacdo de Medelin na Colémbia (0,29%). Globalmente o alelo menor para
polimorfismo no gene P2RX7 é o alelo A com a frequéncia de 0,47%. A populacéo
americana apresenta a menor frequéncia registrada do alelo menor (0,23%) e a
maior foi a africana (0,83%).

A frequéncia global do alelo menor para polimorfismos no P2RX7 rs2230911 foi
de 0,16% (Alelo G). No presente estudo, a MAF no grupo controle foi de 0,21%,
semelhante com a populacéao de Beijing, China (0,21%). A menor frequéncia do alelo
menor foi na populacéo europeia (0,08%) e a maior foi na americana (0,26%).

Em relagdo ao polimorfismo no gene P2RX7 rs3751143, o alelo C representou
o alelo menor com uma frequéncia global de 0,21%. A MAF deste estudo foi
semelhante & da populacdo europeia, mais especificamente Inglaterra e Escoécia
(0,22%). A populacdo do Sul da Asia apresentou maior frequéncia do alelo menor

(0,32%) e a populacéo africana apresentou o menor MAF (0,08%).

Tabela 8: Frequéncias dos alelos menores (MAF) dos SNPs obtidas nos

grupos estudados.

Alelo MAF
Gene SNP )

menor Controles Pacientes

rs7834318 A 0.30% 0.31%

GSDMD

rs2290414 G 0.46% 0.48%

rs208290 A 0.30% 0.25%

P2RX7 rs2230911 G 0.21% 0.22%

rs3751143 C 0.22% 0.20%
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5.6 Andlise de hapldtipos

A analise da combinacéo de haploétipos foi realizada entre os polimorfismos dos
genes GSDMD e P2RX7 (Tabela 9 e 10).

Resultados da interacdo nao foram estatisticamente significativos para a
combinagdo de alelos dos SNPs rs7834318 e rs2290414 do gene GSDMD. No
presente momento, ainda nao foram relatados estudos sobre associacdo de
haplétipos em genes de Gasdermina D, principalmente na TB e com esses SNPs
selecionados.

Valores significativos (p=0,0020) foram observados para a combinagéo
rs208290/ A, rs2230911/ C e rs3751143/ A no gene P2RX7 que foi associada a
protecdo para o desenvolvimento de TB pulmonar (OR=0,51) (Tabela 10).

A quantidade relativa de funcdo do P2RX7 varia entre individuos devido a
numerosos polimorfismos que podem resultar em perda ou ganho de funcédo. As
combinacBes desses polimorfismos dédo origem a varios haplétipos que também
podem modificar a funcéo do P2X7 (SLUYTER e STOKES, 2011).

Dada essa natureza altamente polimoérfica do gene P2XR7 e seu receptor,
permanece a possibilidade de que alguns haplétipos P2RX7 podem reduzir ou
aumentar a expressao de P2X7 na superficie celular (STOKES et al.,, 2010;
SHEMON, 2006). Futuros estudos de associacao genética precisarao incluir analise
de haplotipos P2RX7 e a caracterizacdo dos receptores codificados, incluido a
compreensao dos mecanismos pelos quais os SNPs P2RX7 alteram a expresséao e
funcéo do receptor (WILEY et al., 2003).

Tabela 9: Resultado de combina¢des de haplotipos dos polimorfismos nos genes
GSDMD

Frequéncia OR (95% CI) Valor-p
AA 0.094567 1.03 (0.58 — 1.82) 0.9171
AG 0.208177 1.06 (0.74 - 1.53) 0.7484
CG 0.262327 1.10 (0.77 - 1.59) 0.5996
CA 0.434929 1.00 Reference haplotype
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Tabela 10: Resultado de combinacfes de haplotipos dos polimorfismos nos genes
P2X7

Frequéncia OR (95% CI) Valor-p
ACG 0.3491 1.00 Reference haplotype
ACA 0.2327 0.51 (0.33 -10.78) 0.0020
CCG 0.1919 0.77 (0.51 - 1.16) 0.2029
AGG 0.1673 0.66 (0.42 - 1.03) 0.0648

Levando em conta que entre as variantes selecionadas estdo localizadas no
mesmo gene e que estudos apontaram pela transmissao agrupada (haplétipos) dos
SNPs de uma geracgdo para outra, foi realizada aanalise de desequilibrio de ligacao
(LD).

Como representado graficamente na Figura 14, os SNPs nos genes P2RX7
(rs208290, rs2230911 e rs3751143) resultaram em moderado LD (D’/LOD=77),
podendo segregarem juntos. A associacdo de haplétipos ACA foi a Unica que
apresentou um valor estatisticamente significativo (p=0,0167).

rs7834318

rs2290414
15208290
12230911
1s3751143

Block 1 (23 ki)
1 2

Elock 1 {65 Kk}
1 2

Figura 14: Resultado da andlise de LD para os SNPs dos genes GSDMD e P2RX7

respectivamente. Valores de LD séo reportados de acordo com o software Haploview.
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5.7 Andlise da quantificacao de IL-18

Para determinacdo de IL-1f foi realizado ELISA em 44 amostras de pacientes
com TB pulmonar, 40 amostras de individuos do grupo controle para o gene
GSDMD e 39 amostras do grupo controle para o gene P2RX7.

Observou-se que nao houve diferencas estatisticamente significativas apos a
comparacdo da distribuicdo dos genétipos versus resultados da citocina IL-1
(Figura 15), com excecao para o P2RX7 rs208290 (p=0,0462). Este resultado foi em
funcéo do gendtipo AA do grupo controle, mas é preciso avaliar com cautela, pois o
namero de casos foi muito pequeno (n=3) e um dos individuos apresentou
concentracfes de citocinas muito mais elevada que os demais (27,92 pg/mL), o que
de fato fragiliza este resultado. Para confirmarmos esse Ultimo resultado, o ideal

seria aumentar o numero de casos, inclusive para os demais grupos avaliados.
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Figura 15: Concentracdo da citocina IL-1B8 versus os genétipos do gene GSDMD (A)
rs7834318, (B) rs2290414 e do gene P2RX7 (C) rs2230911, (D) rs3751143 e (E) rs208290
através do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis.
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Estudos tém demonstrado que a maturacao e liberacdo da forma ativa da IL-13
depende da ativacao dos receptores P2X7, pois a ativacdo desses receptores ativa
a enzima caspase-1, que converte a pro-IL-1B (forma inativa) em IL-1B (forma ativa)
e libera a IL-13 para o meio extracelular (PERREGAUX e GABEL, 1994, SOLLE et
al., 2001, KAHLENBERG e DUBYAK, 2004; FERRARI et al. 2006).

Acredita-se que a citocina proé-inflamatéria IL-18 desempenha um papel
importante na protecdo do hospedeiro contra a infecgcdo pelo agente causador da
tuberculose (TB), Mycobacterium tuberculosis. Estudos realizados em camundongos
geneticamente deficientes em IL-18 demonstram que esses animais sao
extremamente suscetiveis a doenca, bem como a estimulagdo in vitro de
macrofagos infectados pelo M. tuberculosis com IL-13 resulta em redugao de cargas
micobacterianas, o que demonstra a atividade anti-micobacteriana desta citocina
(AMARAL EDUARDO et al., 2018).

Os resultados, deste estudo, poderdo trazer significativas contribuicbes para
auxiliar a esclarecer os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da tuberculose
(TB), além da possibilidade de associar os polimorfismos estudados com a
suscetibilidade ou protecdo para TB. As associacdes observadas para o gene
P2RX7 rs208290 e para a analise dos haplotipos sugerem que o receptor P2X7

pode ter acdo positiva durante a infeccao ao bacilo da TB.

68



6. CONCLUSAO

Nesse estudo, foi possivel determinar frequéncias alélicas e genotipicas para
0s SNPs dos genes GSDMD e P2RX7 na populagdo amazonense.

A partir dos objetivos propostos e dos resultados obtidos também foi possivel
concluir:

e As variaveis tabagismo e alcoolismo foram associadas a suscetibilidade a
infeccdo por TB pulmonar;

e Avacinacdo por BCG pode ser associada a um efeito protetor contra a TB;

e As frequéncias dos SNPs rs7834318 (A/C) e rsrs2290414 (A/G) para o gene
da GSDMD nédo apresentaram diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos estudados;

e As frequéncias dos SNPs rs208290 (A/G), rs2230911 (C/G) e rs3751143
(A/IC) para o gene P2RX7 também ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre 0s grupos;

e O gendtipo G/A do SNP rs208290 no gene P2RX7 foi associado para
protecdo em pacientes com TB pulmonar de acordo com o modelo de
heranca codominante, dominante e superdominante;

e O hapldtipo no gene P2RX7 (rs208290/ A, rs2230911/ C e rs3751143/ A) foi

associado a protecéo para o desenvolvimento de TB pulmonar.

Deve-se destacar a existéncia de outros fatores combinados a esses genes
gue podem estar envolvidos na resposta imunoldgica contra o desenvolvimento da
tuberculose, além da relacdo as diferentes respostas individuais de cada sistema
imune. E necessario investiga-los em futuras pesquisas com a finalidade de se ter

uma melhor compreenséo da complexidade da doenca.
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9. APENDICE

APENDICE | - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) -
PACIENTE

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS (UFAM)
LABORATORIO DE IMUNOLOGIA MOLECULAR
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Senhor (a) para participar da Pesquisa Intitulada: “Polimorfismo de
base Unica (SNP) em genes do inflamassoma associado a tuberculose extrapulmonar”,
sob a responsabilidade dos pesquisadores Aya Sadahiro e Mauricio Morishi Ogusku. Neste
projeto serdo investigados 0s genes responsaveis pela expressdo dos inflamassomas, que sdo
componentes importantes na resposta imunoldgica (de defesa) contra as bactérias causadoras
de tuberculose. Esta pesquisa contribuira aumentando os conhecimentos sobre a tuberculose, e
se existe de fato alguma relacdo dos genes de inflamassomas com a forma de acometimento
da doenca, ou seja, para tuberculose extrapulmonar e/ou pulmonar.

A sua participagdo é voluntaria, se 0 (a) Senhor (a) aceitar participar, primeiramente
respondera um questionario com a duracdo de aproximadamente cinco minutos, com
perguntas pessoais gerais, relacionadas aos sintomas, aos exames médicos e laboratoriais
realizados. Depois sera realizada a coleta do seu escarro para 0 exame de baciloscopia,
cultivo e de biologia molecular, em seguida sera realizada a coleta de sangue para o estudo
genético.

Os riscos decorrentes de sua participacdo na pesquisa sdo: a perda do sigilo dos seus
dados, mas tomaremos os devidos cuidados na identificagdo das amostras que serdo
registradas somente com numeros. E também os dados serdo mantidos em segredo com 0s
pesquisadores responsaveis, evitando a possibilidade de divulgacdo publica dos resultados
que permita identificar o (a) Senhor (a). Na coleta da amostra de escarro, o (a) Senhor (a)
poderd sentir uma irritacdo na garganta e comecar a tossir. Na coleta de sangue, o (a) Senhor
(a) poderad sentir um desconforto e dor, no momento que for introduzida a agulha para
obtencdo do sangue. Além disso, podera aparecer uma pequena mancha roxa transitoria, que
ird desaparecer em 3 a 4 dias ap0s a coleta de sangue. Ha também risco de contaminacédo da
agulha no momento da coleta, mas todos os riscos citados serdo minimizados com as
seguintes precaucdes: a) O (a) Senhor (a) tomara um pouco de agua para aliviar a irritacdo na
garganta e tosse no momento da coleta de escarro; b) A coleta de sangue sera realizada por
um profissional treinado e para reduzir o risco de contaminacdo, 0s materiais como a seringa e
agulha, dentre outros serdo limpos e descartaveis.

Em caso de dano ou efeito adverso decorrente da sua participacdo neste estudo, o (a)
Senhor (a) poderd contatar os pesquisadores para avaliacdo, com direito ao atendimento
gratuito, para solucionar os problemas ocorridos devido a sua participacdo nesta pesquisa,
sendo assegurado ao (a) Senhor (a) o direito a indenizagédo e cobertura material para reparacéo
aos danos sofridos.

Neste estudo, ndo esta previsto nenhuma despesa adicional e o (a) Senhor (a) também
ndo recebera nenhum beneficio financeiro. No entanto, caso o (a) Senhor (a) apresente algum
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gasto adicional, devido a sua participacdo no projeto, o (a) Senhor (a) sera ressarcido com
valores para transporte e a alimentacao pelos pesquisadores responsaveis.

A qualquer momento da pesquisa o (a) Senhor (a) tera o direito e a liberdade de retirar
seu consentimento e suas amostras, sem prejuizo algum ao atendimento de rotina prestados
pela Policlinica. Os resultados da pesquisa serdo analisados e divulgados nos meios
cientificos, sem nenhuma informacdo que possa identificar a identidade do (da) Senhor (a) e
ainda os resultados dos exames serdo anexados no seu prontuario médico no servico da
Policlinica Cardoso Fontes.

Solicitamos ainda a sua autorizacdo para 0 acesso a0 Seu prontuario para coleta de
informac0es referentes ao seu tratamento e exames medicos e laboratoriais realizados.

Solicitamos também a sua autorizacdo para 0 armazenamento de sua amostra de
sangue e escarro para estudos futuros, a amostra coletada serd armazenada de acordo com as
normas vigentes do Conselho Nacional de Etica em Pesquisa-CONEP do Ministério da Satde.
As amostras serdo identificadas com etiquetas adesivas contendo numeragdo (por ordem de
registro) e data da coleta, o armazenado sera realizado a -20°C e -80°C ¢ as quantidades serdo
registradas, o prazo de armazenamento do seu material sera de dez anos. O (a) Senhor (a), a
qualquer tempo e sem quaisquer 6nus ou prejuizos, pode retirar o consentimento de guarda e
utilizagdo da sua amostra armazenada.

Além disso, as amostras armazenadas poderdo ser utilizadas para estudos futuros, mas
somente apds a aprovacdo do novo projeto de pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisa-
CEP ou CONEP, e também com o seu reconsentimento por meio de um novo TCLE, para uso
dessas amostras. Para qualquer detalhe sobre esta pesquisa, basta entrar em contato com a
pesquisadora responsavel ou um de seus colaboradores pelos telefones: (92) 991923539 ou
98116-0555 ou e-mails: vanessa_almeidal212@hotmail.com, aya.sadahiro@gmail.com, ou
podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa — CEP/UFAM, na Rua
Teresina, 495, Adriandpolis, Manaus-AM, telefone (92) 3305-1181, ramal 2004, ou pelo e-
mail: cep.ufam@gmail.com.VVocé aceita que o seu material bioldgico seja utilizado em
estudos futuros?

[1Sim CIN&o

Consentimento Pos-Informacao

Eu, , entendi a
explicacdo dada pelo (a) pesquisador (a) e dou meu consentimento em participar do projeto,
sabendo que ndo vou ganhar nada e que posso sair quando quiser. Este documento € emitido
em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e pelo (a) pesquisador (a), ficando uma via
com cada um de nos.

Assinatura do paciente ou Data

Assinatura do pesquisador — Data
Impressao do

|
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APENDICE Il - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) -
CONTATOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS (UFAM)
LABORATORIO DE IMUNOLOGIA MOLECULAR
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Senhor (a) para participar da Pesquisa Intitulada: “Polimorfismo de
base Unica (SNP) em genes do inflamassoma associado a tuberculose extrapulmonar”,
sob a responsabilidade dos pesquisadores Aya Sadahiro e Mauricio Morishi Ogusku. Neste
projeto serdo investigados 0s genes responsaveis pela expressdo dos inflamassomas, que sdo
componentes importantes na resposta imunoldgica (de defesa) contra as bactérias causadoras
de tuberculose. Esta pesquisa contribuird aumentando os conhecimentos sobre a tuberculose, e
se existe de fato alguma relacdo dos genes de inflamassomas com a forma de acometimento
da doenga, ou seja, para tuberculose extrapulmonar e/ou pulmonar.

A sua participacdo é voluntaria, se 0 (a) Senhor (a) aceitar participar, primeiramente
respondera um questionario com a duracdo de aproximadamente cinco minutos, com
perguntas pessoais gerais, relacionadas aos sintomas, aos exames médicos e laboratoriais
realizados. Depois serd realizada a coleta do seu escarro para 0 exame de baciloscopia,
cultivo e de biologia molecular, em seguida sera realizada a coleta de sangue para o estudo
genetico.

Os riscos decorrentes de sua participacdo na pesquisa sdo: a perda do sigilo dos seus
dados, mas tomaremos os devidos cuidados na identificagdo das amostras que serdo
registradas somente com numeros. E também os dados serdo mantidos em segredo com 0s
pesquisadores responsaveis, evitando a possibilidade de divulgacdo publica dos resultados
que permita identificar o (a) Senhor (a). Na coleta da amostra de escarro, o (a) Senhor (a)
podera sentir uma irritacdo na garganta e comecar a tossir. Na coleta de sangue, o (a) Senhor
(a) podera sentir um desconforto e dor, no momento que for introduzida a agulha para
obtencdo do sangue. Além disso, podera aparecer uma pequena mancha roxa transitoria, que
ir& desaparecer em 3 a 4 dias apés a coleta de sangue. H& também risco de contaminacdo da
agulha no momento da coleta, mas todos os riscos citados serdo minimizados com as
seguintes precaucg0es: a) O (a) Senhor (a) tomara um pouco de &gua para aliviar a irritacdo na
garganta e tosse no momento da coleta de escarro; b) A coleta de sangue sera realizada por
um profissional treinado e para reduzir o risco de contaminagdo, 0s materiais como a seringa e
agulha, dentre outros serdo limpos e descartaveis.

Em caso de dano ou efeito adverso decorrente da sua participagdo neste estudo, o (a)
Senhor (a) podera contatar os pesquisadores para avaliacdo, com direito ao atendimento
gratuito, para solucionar os problemas ocorridos devido a sua participacdo nesta pesquisa,
sendo assegurado ao (a) Senhor (a) o direito a indenizacéo e cobertura material para reparacao
aos danos sofridos.

Neste estudo, ndo estd previsto nenhuma despesa adicional e o (a) Senhor (a) também
ndo receberd nenhum beneficio financeiro. No entanto, caso o (a) Senhor (a) apresente algum
gasto adicional, devido a sua participacdo no projeto, o (a) Senhor (a) sera ressarcido com
valores para transporte e a alimentacao pelos pesquisadores responsaveis.
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A qualquer momento da pesquisa o (a) Senhor (a) tera o direito e a liberdade de retirar
seu consentimento e suas amostras, sem prejuizo algum ao atendimento de rotina prestados
pela Policlinica. Os resultados da pesquisa serdo analisados e divulgados nos meios
cientificos, sem nenhuma informacdo que possa identificar a identidade do (da) Senhor (a) e
ainda os resultados dos exames serdo anexados no seu prontuario médico no servico da
Policlinica Cardoso Fontes.

Solicitamos ainda a sua autorizacdo para 0 acesso a0 Seu prontudrio para coleta de
informac0es referentes ao seu tratamento e exames medicos e laboratoriais realizados.

Solicitamos também a sua autorizacdo para 0 armazenamento de sua amostra de
sangue e escarro para estudos futuros, a amostra coletada sera armazenada de acordo com as
normas vigentes do Conselho Nacional de Etica em Pesquisa-CONEP do Ministério da Saude.
As amostras serdo identificadas com etiquetas adesivas contendo numeragdo (por ordem de
registro) e data da coleta, o armazenado sera realizado a -20°C e -80°C ¢ as quantidades serdo
registradas, o prazo de armazenamento do seu material sera de dez anos. O (a) Senhor (a), a
qualquer tempo e sem quaisquer 6nus ou prejuizos, pode retirar o consentimento de guarda e
utilizagdo da sua amostra armazenada.

Além disso, as amostras armazenadas poderdo ser utilizadas para estudos futuros, mas
somente apds a aprovagdo do novo projeto de pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisa-
CEP ou CONEP, e também com o seu reconsentimento por meio de um novo TCLE, para uso
dessas amostras. Para qualquer detalhe sobre esta pesquisa, basta entrar em contato com a
pesquisadora responsavel ou um de seus colaboradores pelos telefones: (92) 991923539 ou
98116-0555 ou e-mails: vanessa_almeidal212@hotmail.com, aya.sadahiro@gmail.com, ou
podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa — CEP/UFAM, na Rua
Teresina, 495, Adriandpolis, Manaus-AM, telefone (92) 3305-1181, ramal 2004, ou pelo e-
mail: cep.ufam@gmail.com.VVocé aceita que o seu material bioldgico seja utilizado em
estudos futuros?

1Sim CIN&o

Consentimento Pos-Informacao

Eu, , entendi a
explicacdo dada pelo (a) pesquisador (a) e dou meu consentimento em participar do projeto,
sabendo que ndo vou ganhar nada e que posso sair quando quiser. Este documento € emitido
em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e pelo (a) pesquisador (a), ficando uma via
com cada um de nos.

............ Lo,
Assinatura do Contato ou Data

.......... Loooiiid i,
Assinatura do pesquisador Data

Impressao do
polegar
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APENDICE lIl - FICHA DE CADASTRO DE PACIENTES

FICHA DE CADASTRO DE PACIENTES
DATA: / /

N°REGISTROESCARRO___ / N°REGISTROSANGUE __ /

Nome: Sexo:OM OF
Endereco: Fone:

Datade Nascimento: __ /_ /  ldade:___ Profissdo:

Cidade onde mora: Naturalidade

Naturalidade (Pais): Naturalidade (Avo6s):

Informagdes Clinicas: Forma da TB:

BCG: O Nao PPD: O Néo Exames de imagens [0 N&o O Sim Tipo:
OSimData: _ /[ 0 Sim 0O Nao reator Resultado:
0 Néo sabe informar 0 Reator mm

Antecedente de Tuberculose:

Pessoal: O N&o 0 Sim Quando pela 18 vez:

Familiar:
0O Pai O Tios O Sogros [ Colega de trabalho [0 Mée O Primos [ Conjuge [0 Agregados
0 Irmdos O Filho(s) O Namorado 0O Outros [ Avés [ Cunhado O Vizinho 0O N&o sabe informar

Resultados anteriores de BAAR [0 Ndo [ Sim Onde?

Resultado: 1) _ 2) Outros exames:

Consume bebidas alcodlicas e/ou fuma?
0 Néo 0O Sim, quantos cigarros por semana:

0 Ndo O Sim, Qual: O cerveja (1 dose=330mL) vinho (1 dose 100mL) Destilados (1 dose= 30mL), quantas doses por semana:

Quadro clinico atual:
0 Tosse [ Expectoracdo O Hemoptise O Dispneia O Febre O Dor toracica O Dor de cabega [ Emagrecimento

0 Cansaco [ Outros. Quais?

O paciente:
[ Né&o recebeu nenhum tratamento antes da coleta da amostra clinica atual

[ Esta recebendo tratamento desde: Medicagéo:
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APENDICE IV - FICHA DE CADASTRO DE CONTATOS

FICHA DE CADASTRO DE CONTATOS
DATA: / /

N° REGISTROESCARRO___ /[ N°REGISTROSANGUE /|
Nome: Sexo:OM OF
Endereco: Fone:
Datade Nascimento: _ / /  Idade: _ Profisséo:
Cidade onde mora: Naturalidade
Naturalidade (Pais): Naturalidade (Avos):
Informacdes Clinicas:
BCG: U Nao PPD: [ Néo
O Sim Data: /[ 0O Sim O Nao reator
0 Néo sabe informar [0 Reator _ mm

Exames de imagens [0 Ndo [ Sim Tipo: Resultado:

Tuberculose na familia: 0 Pai O Tio (a) [ Sogro (a) O Colega de trabalho O M&e O Primo (a) O C6njuge
O Agregados O Irmdos O Filho (a) O Namorado (a) O Avos O Cunhado (a) O Vizinho (a)
0 Né&o sabe informar [ Outros

Resultados anteriores de BAAR 0O Nao O Sim Onde?
Resultado: 1) 2)

Outros exames:

Consume bebidas alcodlicas e/ou fuma?

00 Ndao [ Sim, quantos cigarros por semana:

[0 Ndo [ Sim, Qual: O cerveja (1 dose=330mL) [J vinho ( 1 dose 100mL) [ Destilados (1 dose= 30mL), quantas
doses por semana:

Quadro clinico atual:

O Saudavel, sem sintomas de doenga aparente

O Com sintomas, tais como:

[ Tosse [0 Expectoracédo 00 Hemoptise [ Dispneia [0 Febre [ Dor toracica
0 Dor de cabeca  [J Emagrecimento [J Cansago [J outros

Outras informacdes:

Observacdo: Esta ficha ficard em arquivo restrito sob responsabilidade do pesquisador principal
(coordenador do Projeto) para manter o sigilo dos dados dos participantes.
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10. ANEXO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO Plataforma
AMAZONAS - UFAM %ﬂd

FPARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP

DADDS DD PROJETO DE PESQUISA

Tiulo da Pesquisa: AVALIACAD DE POLIMORFISMOS GENETICOS RELACIONADOS A RESPOSTA
IMUNOLOGICA HA TUBERCULDSE

Peaquizador Aya Sadahim

Lrea Tematica: Genstlca Humana:
[Traia-s2 de pesquisa envolvends Genstica Humana gue ndo necessita de analse
&flea por parte da COMER;);

Versao: 1

CAAE: 13021519.9.0000.5020

Instiulgie Proponents: Universidade Federal g0 Amazonas - UFAM
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DaADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 3.530.654

Apressntagio do Projato:

Trata-s2 de um estvdo caso-controle, prospeciivo para avallar os polimorismos genéticos e 3 expressdo de
genes g cliocinas relaclonados & resposta Imune em paclentes com tuberculose (TB) & controles
saudavels.Populagdo de estudo: A populagdo de estudo sera constitulda por

Individuos residentes efou orlundos dos estades da reglio norte, de ambos 05 sexos & ldade entre 13 & 60
anos.

Grupos de estudo: Paclentes @ Controles Grupo 1 — Paclentes com fuberculosa: a) TS pulmonar com
dlagnastico clinico e'ou laboratorial; b) TE extrapuimonar com diagnastico na maloria das vezes por exames
slinizos & de Imagens.Grupo 2 — Confroles sawdavels: Individuos deverdo &7 negallvos para exames
pacteriohdglcos: a) Contatos Individuos que convivem com pacienies de TE; b) Mo Contatos Individuos que
relatam ndo terem tido contato com paclentes de TB.

Os paclentes de TB e contatos s2rio recrutados na Pollciinica Cardoso Fontes, no sstor aprazamento 1,
onde os paclentes recebem arlentacies de fratamento.

Para este astwdo, fol esiimado Invastigar no periodo de guatro anos o total de 504 amostras, sendo 404 de
pacienies com TE @ 404 controles (contatos & ndo conialos saudavels).
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